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En 2016 el número de nuevos casos de cáncer en el mundo ronda los 14 millones 
anuales, con perspectivas de elevarse a 22 millones durante las próximas dos décadas. 
Según la Sociedad Americana del Cáncer, el cáncer de pulmón es el más común y el 
que mayor número de muertes provoca anualmente, sólo por detrás de los accidentes 
cerebro-vasculares. La gran mayoría de estas muertes se debe a la metástasis, un 
proceso cuyo mecanismo sigue siendo un enigma a pesar del enorme esfuerzo científico 
desplegado en su estudio.  
En este trabajo hemos estudiado la metástasis a la luz de la centenaria teoría de 
la fusión celular. Para ello comenzamos comparando la expresión de biomarcadores en 
muestras de pacientes de pulmón con y sin metástasis, detectando que el receptor CD36 
se asocia a un mal pronóstico y se expresa en los dos tipos celulares fundamentales de la 
masa tumoral: las células tumorales y los componentes del sistema inmune, excelentes 
candidatos para el desarrollo de la teoría. Encontramos que las células madre tumorales 
(CSCs) y los monocitos/macrófagos (Mos) pueden fusionarse in vitro, produciendo 
aproximadamente un 7% de células híbridas. Estos híbridos fueron caracterizados 
morfológica y funcionalmente, detectándose marcas distintivas del cáncer involucradas 
en la progresión tumoral como una mayor capacidad de invasión y migración en 
modelos in vivo en ratones.  
Por otra parte, demostramos in vitro que esta fusión depende tanto de la 
expresión de CD36 por las CSCs como de la polarización y el estado oxidativo de los 
Mos, de manera que los Mos altamente oxidados y con fenotipo M2 muestran la mayor 
capacidad de fusionarse con las CSCs. Este mecanismo involucra la competición 
sinérgica por las LDL (sustrato de CD36) entre los dos tipos celulares (Mos y CSCs) y 
la modulación del microambiente tumoral por parte de metabolitos intermediarios como 
el lactato. 
Finalmente, reportamos un patrón de biomarcadores característico de estos 
híbridos (CD36+CD14+PANK+) que nos ha permitido su seguimiento y detección en 
pacientes de cáncer de pulmón, tanto en células del torrente sanguíneo como en 
muestras de tumor primario y su correspondiente secundario, demostrando la 
importancia de los mismos en el proceso metastático. 
Nuestros resultados avalan la teoría de fusión celular para explicar la metástasis 




According to recent data, the number of new cancer cases reaches to about 14 
million annually, which is expected to rise up to 22 million during the upcoming 
decades. Lung cancer is the most common and leads to the highest number of deaths 
annually, second only to cerebral-vascular accidents. The majority of these deaths are a 
result of metastasis, a process whose mechanism continues to be unknown despite the 
enormous scientific efforts which have unfolded throughout the decades. 
In this study, we have researched metastasis from the perspective of the 
centenary Cellular Fusion Theory. To do so we have started comparing the biomarkers’ 
expression in lungs from patients with and without metastasis, detecting that the CD36 
receptor is associated with a bad prognostic and is expressed in the two fundamental 
tumour types: tumoral cells and the components of the immune system, which are 
excellent candidates for the theory’s development. Additionally, we have found that the 
Cancer Stem Cells (CSCs) and the monocytes/macrophages (Mos) can fuse in vitro, 
producing approximately 7% of hybrid cells. These hybrids were morphologically and 
functionally characterized, detecting that the acquired properties from their parental 
cells transmits to them distinctive cancer hallmarks involved in tumoral progression, 
such as major invasion capacity and murine model migration in vivo. 
We have demonstrated in vitro that this fusion depends not only on CD36 
expression from the CSCs but also polarization and the oxidative state of the Mos, so 
that the highly oxidized Mos and the M2 phenotype show the major fusion capacity 
with CSCs. This mechanism involves the synergic competition through the LDL (CD36 
substratum) between the two cell types and the microenvironment tumoral modulation 
on behalf of intermediary metabolites such as lactate. 
Finally, we generated a pattern of characteristic biomarkers of these hybrids 
(CD36+CD14+PANK+) which has permitted us to follow and detect lung cancer in 
patients, in both bloodstream cells and secondary tumour samples, demonstrating the 
importance of the hybrids in the metastatic process. 
Our analyses support the Cellular Fusion Theory in explaining metastasis as well 
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1.1 El cáncer 
1.1.1 Generalidades 
Bajo el término cáncer se agrupan numerosas enfermedades cuya característica 
en común es la aparición de células con división anormal e incontrolada (neoplasia) y 
que, salvo excepciones, son capaces de trasmitir esta propiedad a los tejidos 
adyacentes1. Existen diversos factores (véase 1.1.2) que hacen que el cáncer se 
desencadene a partir de la progresiva acumulación de mutaciones en las células, 
llevando a la formación de masas celulares (tumor primario) en un órgano de origen y 
la diseminación de las células malignas en localizaciones distales en el proceso de 
metástasis (tumores secundarios), con el consecuente fallo progresivo de los diferentes 
órganos afectados conllevando finalmente a la muerte del individuo.  
Sin embargo, no todas las neoplasias tienen la misma progresión; las neoplasias 
benignas, como su nombre indica, detienen su crecimiento. Por su parte, las neoplasias 
malignas presentan un crecimiento expansivo e invasivo a otros órganos próximos o 
alejados del tumor primario, en el proceso de metástasis (véase 1.2.3). 
1.1.2 Epidemiología  
Según el último informe de la OMS, 2en 2012 fueron diagnosticados 14 millones 
de nuevos casos de cáncer en todo el mundo, con expectativas de un aumento del 70% 
en las próximas dos décadas; siendo así, la segunda causa de muerte, con 8.8 millones al 
año, sólo por detrás de los accidentes cerebrovasculares. 
Esta incidencia está determinada tanto por factores intrínsecos como extrínsecos 3, 4. 
Entre los primeros sobresalen la predisposición genética, la tasa metabólica y las 
características del sistema inmune del individuo. Los agentes extrínsecos, a su vez, se 
dividen en tres categorías, y su influencia varía según la región del mundo que se 
analice: 
- Carcinógenos físicos, tales como el radón o la radiación ultravioleta, 
relacionados con tumores melánicos. 
- Carcinógenos químicos, tales como componentes del tabaco o determinados 
fármacos relacionados con neoplasias pulmonares y de vejiga. 
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- Carcinógenos biológicos, responsables del 15% de los casos de cáncer y entre 
los que destacan: Helicobacter pylori (92% de todos estos casos) y los virus del 
papiloma humano, y virus de las hepatitis B y C, relacionados con cáncer 
gástrico, uterino, de esófago y hepático. 
Existen además diferentes factores de riesgo que incrementan la probabilidad de 
aparición del proceso neoplásico y cuyo control podría reducir hasta en un 30% la 
probabilidad del desarrollo carcinogénico, según datos de la OMS. Entre los más 
importantes se encuentran la adicción al alcohol y al tabaco, los malos hábitos 
alimentarios, la obesidad y las infecciones víricas. 
1.1.3 Cáncer de pulmón 
1.1.3.1 Definición y epidemiologia 
El cáncer de pulmón es el más diagnosticado y con mayor tasa de mortalidad 2 
(Fig. 1). Se estima que la tasa de supervivencia a 5 años o más es del 10%, lo que 
supone un elevado gasto sanitario y su consecuente impacto social y económico. 
 
Figura 1. Incidencia y mortalidad del cáncer de pulmón 5. 
 
El término carcinoma broncogénico engloba a todo tumor maligno de estirpe 
epitelial originado en el epitelio de revestimiento o glandular del árbol bronquial. 
Debido a que constituye el tipo tumoral más frecuente de las neoplasias pulmonares 
primitivas (más del 90%) también se le denomina, de forma genérica, “cáncer de 
pulmón”. Según las estadísticas del 2015, éste produce un total de 1.69 millones de 
muertes al año 6  siendo el segundo en incidencia 7, 8 entre hombres, con el 85-90% de 
los casos debido al consumo de tabaco y los componentes carcinógenos, co-
carcinógenos y promotores tumorales que contiene 9. El incremento de esta adicción 
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entre las mujeres, en las últimas décadas, ha originado que se esté observando también 
un aumento en su prevalencia.  
Históricamente, la primera mención a que la inhalación del humo del tabaco fuera 
una causa del cáncer de pulmón fue hecha por Adler en 1912 10. El primer estudio 
científico que avaló la asociación de muerte prematura con este carcinógeno apareció en 
1938 11. Sin embargo, fue en 1950 cuando Doll y Hill demostraron definitivamente la 
asociación epidemiológica entre el humo del tabaco y la mortalidad del cáncer de 
pulmón 12. 
Los eventos que conducen a la transformación maligna de las células bronco-
epiteliales son desconocidos. Los datos epidemiológicos indican que la exposición 
ambiental a carcinógenos extrínsecos induce o facilita la transformación, pero esto viene 
modulado por las variaciones genéticas que en muchos casos afectan a aspectos del 
metabolismo de los carcinógenos, como la conversión de pro-carcinógenos a 
carcinógenos y su inactivación. Este proceso necesita de un elevado número de 
transformaciones genéticas y epigenéticas 13, mayoritariamente en genes supresores de 
tumores y proto-oncogenes. 
1.1.3.2 Clasificación 
Tradicionalmente, el carcinoma broncogénico se había clasificado siguiendo 
criterios histológicos y clínicos por separado, dando lugar a nomenclaturas distintas. 
Posteriormente se hizo unificando criterios histológicos y clínicos en “cáncer de pulmón 
de célula pequeña” (small-cell lung cancer, SCLC) y “cáncer de pulmón de célula 
grande” (non-SCLC, NSCLC), quedando esta clasificación actualmente obsoleta.  
La OMS en su clasificación de 2015 14, que aplicaremos en esta tesis, hace mayor 
énfasis en las técnicas inmuno-histoquímicas y genéticas para la diferenciación de los 
diferentes tipos de carcinoma: 
- Adenocarcinoma: Es de tipo epitelial con diferenciación glandular, expresión 
de TTF-1 y/o de Napsina-A, diseminación ganglionar temprana y rápida 
metastatización. Histológicamente se puede considerar dentro de este grupo al 
carcinoma bronquioalveolar, aunque clínico-patológicamente es distinto. 
26 
 
o Carcinoma de célula escamosa: Es de los más relacionados con el tabaco, 
diseminándose generalmente a ganglios linfáticos fuera de la cavidad 
torácica, positivos para los marcadores escamosos P40 y P63. 
- Tumores neuroendocrinos: Tumores derivados de las células neuroendocrinas 
del epitelio bronquial, positivas para CD56. 
o Carcinoma de célula pequeña: Se caracteriza por ser bastante agresivo, 
con un tiempo de duplicación bastante corto, gran capacidad de 
metastatizar y por los marcadores cromogranina y sinaptofisina15. Este 
carcinoma sería del tipo SCLC. 
o Carcinoma de célula grande: Sólo puede diagnosticarse tras resección 
quirúrgica del tumor. En muchos casos su clasificación se hace por un 
criterio de exclusión sobre los demás tipos de carcinomas, ya que son 
negativos para TTF-1 o P40. Casi todos se producen en fumadores, 
metastatizando por lo general a ganglios hiliares o mediastínicos. Este 
carcinoma sería del tipo NSCLC. 
o Carcinoma adenoescamoso: Está compuesto en volumen por al menos un 
10% de carcinoma de célula escamosa y de adenocarcinoma.  
o Papiloma de célula escamosa: Papiloma proveniente del epitelio 
escamoso. 
o Adenocarcinoma papilar: Neoplasia poco común localizada 
generalmente en la periferia del pulmón. Positivo para Ki-67, TTF-1 y 
CK716 y con potencial de malignidad mediano. 
La clasificación TNM (Tabla 1) responde a preguntas clínicas una vez diagnosticado 
el cáncer de pulmón: tamaño e invasión del tumor a los tejidos adyacentes (T), 
diseminación linfática nodo-regional (N) y diseminación metastática a otras regiones del 
organismo (M). 
Además, según el grado de diferenciación (Fig. 2) pueden clasificarse en17: 
- Grado I: Las células tumorales se limitan al pulmón, sin invasión de tejidos 
adyacentes. 
- Grado II: La neoplasia se disemina a ganglios linfáticos adyacentes e incluso a 
la pleura.  
27 
 
- Grado III: Los ganglios linfáticos del pulmón contrario y del cuello se 
encuentran afectados, con posibilidad de encontrarse afectado el diafragma, 
pleura mediastínica o el pericardio. 
- Grado IV: La neoplasia se encuentra diseminada por otras partes del organismo. 
T (Tumor Primario) Abreviatura 
T0 Sin tumor primario   
Tis Carcinoma "in situ" (Escamoso o Adenocarcinoma) Tis 
T1 Tumor ≤ 3cm   
T1 a 
(mi) Adenocarcinoma mínimamente invasivo T1a(mi) 
T1a Invasión superficial del tumor en vías aéreas centrales T1aSS 
T1a Tumor ≤1 cm T1a≤1 
T1b Tumor >1 pero ≤2 cm T1a≤1-2 
T1c Tumor >2 pero ≤3 cm T1a≤2-3 
T2 Tumor >3 pero ≤5 cm o tumor en:   
 
    Pleura visceral T2 Visc PI 
 
    Bronquios principales, atelectasia T2 Centr 
T2a Tumor >3 pero ≤4 cm T2a>3-4 
T2b Tumor >4 pero ≤5 cm T2b>4-5 
T3 Tumor >5 pero ≤7 cm o: T3>5-7 
 
Invadiendo la pared pectoral, pericardio y nervio frénico T3 Inv 
  Nódulos tumorales separados en el mismo lóbulo T3 Satell 
T4 Tumor >7 cm o: T4>7 
 
Tumor invadiendo: mediastino, diafragma, corazón, grandes T4 Inv 
 
vasos, nervio laríngeo, tráquea, esófago. 
 
 
Nódulos tumorales en diferentes lóbulos ipsilaterales T4 Ipsi Nod 
N (Nódulos Linfáticos Regionales)   
N0 Sin metástasis en nódulos linfáticos regionales   
N1 Metástasis pulmonar en nódulos ipsilaterales o hiliares   
N2 Metástasis en nódulos ipsilaterales mediastinales/subcarinales   
N3 Metástasis en nódulos contralaterales mediastinales/hiliares o    
  en supraclaviculares   
M (metástasis distales)   
M0 Sin metástasis distal M1a PI Disem 
M1a Infiltrado maligno pleural/pericárdico o en sus nódulos 
M1a Contr 
Nod 
M1b Metástasis extratorácica simple M1b Single 
M1c Metástasis extratorácica múltiple >1 órgano M1c Multi 
 




Los pacientes con grado I y II son candidatos para cirugía, con buen pronóstico. 
A los de grado III se les suele tratar con radioterapia y quimioterapia. También a los de 
grado IV, aunque con una finalidad paliativa y de aumentar en lo posible la 
supervivencia del paciente. 
 




1.1.3.3 Líneas celulares de cáncer de pulmón 
Aproximadamente el 85% de los casos de cáncer de pulmón son diagnosticados 
como NSCLC. A pesar de los progresos en el tratamiento clínico de la enfermedad, la 
tasa de supervivencia de estos pacientes no ha mejorado en concordancia 19, siendo de 
un año en un 44% y de 5 años un 17%. En esta tesis se han utilizado dos modelos in 
vitro de cultivo, con las líneas celulares establecidas para NSCLC: H460 y A549. 
La línea H460 proviene del líquido pleural de un paciente con carcinoma de 
célula grande hipotriploide con expresión de altos niveles de P53 detectables por 
mRNA. Fue establecida en 1982 por el doctor Ardi F. Gazdar 20. Por su parte, la línea 
A549 establecida por D.J. Giard en 1972 21, proviene de un carcinoma pulmonar 
hipotriploide con poliploidía en los cromosomas X e Y procedente de un paciente de 58 
años.  
1.2 Bases fisiológicas de la patología 
1.2.1 Células troncales del cáncer 
En el cáncer están descritos dos modelos con los cuales podríamos definir 
algunas de las propiedades de las células tumorales. El primero es el modelo 
estocástico, el cual sugiere que todas las células de un tumor son potencialmente 
iniciadoras de tumores, normalmente debido a dos mutaciones en genes específicos 22-24. 
Según este modelo sería imposible detectar cuáles células podrían iniciar un tumor. El 
segundo es el modelo jerárquico de progresión de un tumor, en el cual se propone que 
solo un pequeño porcentaje de las células de un tumor pueden llegar a iniciar un cáncer 
(células troncales del cáncer; cáncer stem cells, CSCs) 25, 26 Según ésta, es posible poder 
detectarlas ya que fenotípica y funcionalmente son diferentes.  
Las CSC tienen como propiedades principales la pluripotencia y la capacidad de 
generar, durante su división, dos tipos de células hijas: una con diferenciación 
programada dependiente de tejido y otra que mantiene las propiedades de célula 
pluripotente, renovando así el nicho de CSCs 26. Además, son resistentes a la anoikis 27, 
28, a quimioterapias 29, 30 y tienen una elevada capacidad tumorogénica 31. Se 
caracterizan por la expresión de marcadores fenotípicos tales como: SOX9 32, VEGF 33, 
CD133 31, Vimentina34, Nanog35, Oct3/4 36, 37, cMyc38, Sox2 39, Klf4 40. 
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1.2.2 Marcas distintivas  
Hanahan y Weinberg en 200041 postularon las marcas distintivas (hallmarks) del 
cáncer, en lo que constituye un principio organizado de racionalización, ante la 
complejidad de la enfermedad neoplásica y su desarrollo. Más tarde, los mismos autores 
redefinían estas marcas que agrupan las numerosas vías intracelulares necesarias para el 
desarrollo del cáncer en el órgano de origen (Fig. 3). Inicialmente fueron establecidas 
como una ayuda para el entendimiento y la descripción de una enfermedad tan compleja 
y de origen tan variado, pero se han convertido en una poderosa herramienta para la 
sistematización del abordaje de la investigación oncológica. 
 
Figura 3. Marcas distintivas del cáncer (modificado de Hanahan et al42) 
 
En este primer estudio fueron postuladas seis marcas distintivas del cáncer: 
- Evasión de la muerte celular mediada por apoptosis. Por ejemplo, a través de la 
familia de proteínas BCL-2, BH-3 o pérdida de TP53 43, 44, mediante la autofagia 
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que media entre la supervivencia y muerte de la célula tumoral 45, 46 o la 
necrosis, por su potencial pro-tumoral y efecto proinflamatorio47. 
- Mantenimiento de las señales de proliferación48-52. Por ejemplo, mediante 
activación de cascadas de señalización por mutaciones somáticas en c-KIT o 
BRAF en melanoma 53 o por la conjunta sobre activación de PI3K y pérdida de 
PTEN en tumores sólidos 54-56. También, debido a la disrupción de los 
mecanismos de retroalimentación negativa que atenúan la proliferación, así 
como a través de la ubiquitinización57 o por fallos en la endocitosis 58. 
- Evasión de supresores del crecimiento. Por ejemplo, a través de la vía de 
señalización de la proteína del riboblastoma59 o de las ciclinas 60, por 
mecanismos de evasión de la inhibición por contacto a través de la señalización 
por EGFR-NF2 y su producto Merlin61, por la inhibición de la proteína de 
polaridad epitelial LKB1 con el consecuente aumento de c-Myc en el síndrome 
de poliposis y cáncer de Peutz-Jeghers62, 63o por problemas en la vía de TGFβ64-
66. 
- Inducción de angiogénesis. Por ejemplo, a través de factores como VEGF 67, 68se 
han encontrado diferentes niveles de angiogénesis dependiendo del tumor 69, 70. 
También, debido a la desregulación de los reguladores naturales de este 
proceso71. 
- Potencial ilimitado de división celular. Por ejemplo, mediante la protección del 
tamaño de los telómeros 72, con evidencias de que en algunos casos este 
acortamiento telomérico parece ayudar en los estadios tempranos de la 
tumorogénesis por su relación con la formación de cromosomas fusionados, o 
por la desregulación de P53 73, 74. 
- Invasión y metástasis. Por ejemplo, por la expresión de cadherinas y otras 
proteínas relacionadas con migración 75-77 u otras que interaccionan con la 
matriz extracelular del microambiente tumoral 76. 
Aunque estas seis marcas agrupaban los principales procesos y características del 
desarrollo de la neoplasia, en 2011 Hanahan y Weinberg 42 definieron otras tres 
adicionales: 
- Inestabilidad genómica y mutagénesis, gracias a la cual las células tumorales 
obtienen las diferentes alteraciones 78 encontrándose en las mismas un ratio más 
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elevado de mutagénesis 79 posiblemente ocasionado por mutaciones en genes 
que actúan de manera similar a oncosupresores en la protección del DNA 80.  
- Desregulación del balance energético celular, observado por primera vez por 
Otto Warburg81, en cuyo estudio describe la posibilidad de que las células 
tumorales sean capaces de reprogramar su metabolismo de glucosa, incluso en 
presencia de oxígeno, limitando su producción de energía a la glicolisis, en un 
proceso que denominó glicolisis aeróbica. Este cambio está sustentado por la 
sobreexpresión de GLUT1 en las células malignas con el consecuente aumento 
de la entrada de glucosa, proceso asociado con la activación de oncogenes y la 
inhibición de supresores tumorales 82, 83. 
- Inflamación pro-tumoral84, la cual ayuda de manera determinante a la progresión 
tumoral 85-87y en la que profundizaremos más adelante (véase 1.3.2). 
- Evasión del sistema inmune, evidente cuando se analiza la alta incidencia de 
casos de cáncer en individuos inmunodeprimidos 88, al contrario que en modelos 
con ratones deficientes en NKs y linfocitos T, ya que a pesar de que tienen 
mayores tumores, por ellos solos no forman tumores secundarios 89. 
Ahondaremos en ello en siguientes apartados (véase 1.3.2). 
En todas estas marcas encontramos una base lógica y sistemática del origen y 
desarrollo del cáncer, excepto en las relacionadas con el sistema inmune, que aparte de 
haber sido postuladas como marcas muy recientemente, nuevos estudios indagan sobre 
su importancia y aparente necesidad para la metástasis90. De manera general, el 
concepto de metástasis queda implícito en la mayoría de ellas; es decir, en el proceso de 
propagación de un foco canceroso a un órgano diferente, influirán muchas, si no todas, 
las marcas distintivas. 
1.2.3 Metástasis 
Debido a su relevancia clínica en el pronóstico de los pacientes, la metástasis es 
el aspecto más crítico de la tumorogénesis, siendo el causante del 90% de las muertes en 
enfermos de cáncer 86. La primera descripción de la metástasis fue dada por J. C. A. 
Récamier (1774-1852) 91, definiéndola como una enfermedad de diferentes estadios 
consecutivos que concluía con la invasión por parte del tumor de órganos distantes. Hoy 
en día se mantiene como la propuesta más aceptada para este proceso la postulada por 
Paget en 1889 de “semilla y tierra” (seed and soil) 92. En ella la metástasis a órganos 
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distales estaría basada en una interacción entre la célula tumoral “semilla” y el lugar de 
metástasis “tierra” donde se asienta. En esta hipótesis encontramos tres principios 
fundamentales: Primero, que las neoplasias primarias y las metástasis no están formadas 
solamente por células tumorales, sino que también hay que incluir el microambiente 
tumoral y las diferentes células que se encuentran en él, tales como los fibroblastos y el 
infiltrado inmune. Segundo, que para el abordaje de la metástasis es necesario un 
estudio del proceso de selección del pequeño porcentaje de células que consigue 
completar el proceso y metastatizar al órgano diana. Y tercero, que los órganos diana en 
los que se produce la metástasis son únicos y no aleatorios. 
Durante el proceso de tumorogénesis hay una gran variedad de células del 
microambiente tumoral que ayudan e intervienen en su progresión 93 y que concluye en 
una transición epitelio-mesenquimal (TEM). La TEM consiste en un cambio al 
fenotipo mesenquimal, derivado de las diferentes marcas distintivas del cáncer, que 
permite a la célula tumoral migrar hacia órganos distantes y concluir con el desarrollo 
de tumores secundarios en otros órganos. Este proceso sólo es llevado a cabo por un 
pequeño número de células del tumor primario 94, 95, por lo que debe ser un evento 
difícil, poco probable y por ende, difícil de abordar. Este concepto de metástasis 
dirigida a un órgano en específico se ha visto avalado en los últimos tiempos por 
evidencias sobre la acción de los exosomas en la preparación del microambiente 
tumoral 96. 
1.3 El sistema inmunológico 
En individuos sanos, el sistema inmunológico constituye la primera barrera de 
defensa del organismo frente a las agresiones del medio ambiente, ya sean estímulos 
externos (agentes patógenos, radiaciones, contaminaciones) o internos (células 
tumorales). Se subdivide en: sistema inmune innato y sistema inmune adaptativo.  
El sistema inmune innato se encuentra presente en casi todos los organismos 
vivos y es el encargado del reconocimiento de los patrones ajenos y agresivos a la 
homeostasis del individuo. Además, se encarga de la activación del sistema inmune 
adaptativo en la “presentación de antígeno”. Por su parte, el sistema inmune 
adaptativo sólo se encuentra en vertebrados. Aunque participa también en el 
reconocimiento de elementos extraños, su principal función es crear una memoria 
inmunitaria de aquellos y tolerante hacia los antígenos propios. 
34 
 
Los componentes celulares del sistema inmune tienen su origen en la médula 
ósea e incluyen a las células mieloides (neutrófilos, basófilos, eosinófilos, 
monocitos/macrófagos y células dendríticas) y a las células linfoides (linfocitos B, 
linfocitos T y células asesinas naturales o natural killers, NK). 
1.3.1 Monocitos 
Los monocitos son una estirpe celular proveniente de los progenitores mieloides 
de la médula ósea, que representa alrededor de un 10% del total de leucocitos en 
humanos 97. Son las principales células del sistema inmune innato, participando en 
procesos de mantenimiento de la homeostasis y protegiendo al individuo frente a 
infecciones 98. Una gran parte de ellos se localiza en médula y bazo, disponibles para ser 
movilizados en el momento que sea necesario a los lugares de inflamación 99 siguiendo 
los gradientes de quimiocinas 100. El resto se encuentra circulando en la sangre, donde 
mueren al cabo de 48 horas de no ser reclutados hacia los órganos. Sin embargo, al 
infiltrarse en los distintos tejidos, comienzan su diferenciación a macrófagos Mos, 
proceso durante el cual sus perfiles transcripcionales cambian drásticamente originando 
clases únicas en dependencia del tejido de residencia: osteoclastos (huesos), células 
microgliales (SNC), histiocitos (tejido conectivo), células de Kupffer (hígado), células 
de Langerhans (piel) y Mos alveolares (pulmón).  
 La polarización es el proceso mediante el cual los Mos son activados a diferentes 
fenotipos. El fenotipo M1 o clásico, responde a una activación mediada por interferon-
γ101 y les confiere una respuesta básica de macrófagos: eliminación de patógenos, 
presentación de antígeno y actividad tumoricida. Por su parte, el fenotipo M2 o 
alternativo que ha sido ampliamente escrito en nuestro laboratorio 102, 103, aparece en 
procesos o estados refractarios en varios contextos clínicos que va desde la sepsis hasta 
los procesos tumorales104. Ambos fenotipos son distinguibles por la ausencia de 
respuesta pro-inflamatoria frente a un estímulo y la expresión de algunos marcadores 
tales como: el receptor del complejo hemoglobina/haptoglobina, CD163 105 y las 
moléculas implicadas en señalización IRAK-3 o M 106, 107 y HIF1α 108. También es 
característico de un estado M2 una baja expresión de HLA-DR 109.   
Se han publicado diversos estudios sobre los mecanismos moleculares por los 
cuales el microambiente tumoral es capaz de modular la polarización de los Mos 
asociados a tumores (tumour associated macrophages, TAM)  110. En contraste con los 
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monocitos/macrófagos, que generan una respuesta citotóxica contra células malignas 
111, los TAM presentan una reprogramación en su actividad inmunológica que les hace 
perder la eficiencia contra los tumores. Al ser reclutados a través de quimocinas y 
factores de crecimiento secretados por el tumor, como TGFβ, CCL2 o MCSF-1112 su 
fenotipo es similar al M2, caracterizado por alta expresión de IL-10, TGFβ, VEGF, 
quimocinas antiinflamatorias, factores de crecimiento y la baja expresión de IL12p40; 
además, cooperan en la progresión tumoral, al secretar factores que inducen la 
proliferación e invasión, propiciando la angiogénesis y la metástasis neoplásica 113. Las 
características del fenotipo M2, así como de los TAM son motivo de estudio, ya que 
pueden presentar perfiles variables dependiendo de la situación, tipo de cáncer y 
microambiente. Por otra parte, es patente que los Mos que inicialmente son efectivos 
contra tumores, cuando entran en contacto con el microambiente tumoral modifican 
progresivamente su perfil volviéndose incapaces de generar una respuesta antitumoral 
clásica  114. 
1.3.2 Linfocitos 
Los linfocitos son leucocitos provenientes de la diferenciación de las células 
troncales hematopoyéticas de la medula ósea. Representan alrededor de un 30% del 
total de las células de la sangre periférica y su función principal es la regulación de la 
respuesta inmune adaptativa. Se clasifican en tres líneas celulares reactivas: linfocitos 
B, que maduran en la medula ósea y migran a los tejidos diana, encargándose de la 
respuesta inmune humoral; linfocitos T, que se desarrollan en el timo y forman parte de 
la respuesta inmunitaria celular; y las células asesinas naturales (natural killer cells, 
NKs), encargadas de la destrucción de las células infectadas o alteradas. 
1.3.2.1 Linfocitos B y T 
Los linfocitos B y T son células con funciones muy diferentes a pesar de su 
origen común. Desde la década de 1960 se sabe que ambos son responsables de la 
producción de anticuerpos y de la respuesta inmune mediada por células 115, 116 gracias a 
modelos in vitro e in vivo, así como ensayos con muestras de pacientes. 
Los linfocitos B, al ser activados por un antígeno, forman un clon de células que 
producen y segregan anticuerpos específicos para el mismo. Se distinguen por la 
presencia del complejo BCR en su superficie, que consta de dos cadenas pesadas y dos 
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ligeras, varían según el antígeno o la inmunoglobulina detectada y pueden ser liberados 
al medio en forma de inmunoglobulinas117. 
Los linfocitos T pueden clasificarse en dos poblaciones principales: “helper” y 
citotóxicos. Los linfocitos T “helper”, que expresan el receptor CD4 y cuya función es 
colaborar con otros linfocitos al ocurrir el reconocimiento antigénico, una vez activados 
se subdividen en linfocitos T “helper”-1 activos (que favorecen la inmunidad celular 
produciendo citoquinas IFN-γ, TNF-β e IL-2) y T “helper”-2 activos (que favorecen la 
inmunidad humoral produciendo citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13). Por otro lado, los 
linfocitos T citotóxicos expresan el receptor CD8 y destruyen células con antígenos 
extraños o alterados118. 
1.3.2.2 NKs 
Desde la década de 1990, el conocimiento de la biología y función de las NKs, 
ha llevado a entender la importancia de estas células en la respuesta antitumoral.  
Las NKs se desarrollan en la médula ósea a partir de las células progenitoras 
linfoides comunes119 pero sus precursores no están aún bien caracterizados en humanos 
120, 121. Su maduración se realiza principalmente en la médula, aunque también en nichos 
extra-medulares (hígado, nodos linfáticos y timo) 122, 123, dirigida por los factores de 
transcripción Eomesodermina (EOMES) y T.box (T-bet) 124, con supresión de RORC 
121. Luego de su desarrollo, se distribuyen ampliamente en tejidos linfoides y no 
linfoides, incluyendo la médula ósea, ganglios linfáticos, bazo, sangre periférica, 
pulmón y el hígado 125. Se caracterizan como linfocitos CD3-CD56+, separándose en los 
subconjuntos CD56bright y CD56dim. Aproximadamente el 90% de las NKs de sangre 
periférica pertenecen al subconjunto CD56dimCD16+, con una marcada función 
citotóxica 118-119. A su vez, la mayoría de las células NK en los ganglios linfáticos y 
amígdalas pertenecen al subconjunto CD56brightCD16-, con un papel regulador del 
sistema inmune y producción de IFN-γ, IL-12, IL-15 e IL-18 126, 127. 
Una vez maduras, las NKs son capaces de eliminar rápidamente células diana sin 
inmunización previa gracias a la limitación del MHC-I, de aquí su implicación en la 
respuesta inmune innata y antitumoral. Por ello, la activación de las NKs es dependiente 
del equilibrio entre señales de inhibidores y activadores de sus correspondientes 
receptores. En el estado estacionario, los receptores inhibitorios (KIR y 
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CD94/NKG2A/B) se unen a diversas moléculas del MHC-I que presentan todos los 
tipos celulares, inhibiendo la activación de las NKs y previniendo su acción 128. 
1.3.3 Sistema inmune y cáncer 
El sistema inmune es el principal involucrado en la prevención y erradicación de 
tumores. Ya en 1909, Paul Ehlich postulaba que el cáncer sería más frecuente si el 
sistema inmune no controlara la constante aparición de células neoplásicas 129. En 1957 
Burnet, revisando este estudio, definió el término inmunovigilancia (surveillance) 
como la habilidad del sistema inmune para detectar y destruir a las células tumorales 
previo reconocimiento de antígenos específicos de las células neoplásicas 39, 130. Gracias 
a estos estudios se comenzó a analizar las poblaciones celulares infiltradas en los 
tumores para así poder entender mejor la homeostasis del cáncer 131, la generación de la 
inmunidad endógena frente a antígenos tumorales132 y la relación entre 
inmunodeficiencia y cáncer 88, 112. En modelos de generación de tumores espontáneos en 
ratones, se ha demostrado que el sistema inmune ataca a las células tumorales y controla 
su expansión 133, 134. 
La inmunoedición es un proceso dinámico que involucra tanto la 
inmunosupervivencia como la progresión tumoral 135. Las tres principales fases de las 
que consta son: eliminación, equilibrio y escape. En la fase de eliminación, las células 
tumorales son reconocidas y destruidas debido al infiltrado del sistema inmune, 
quedando ocasionalmente una población de células menos inmunogénicas e invisibles a 
él 136. En la fase de equilibrio, el crecimiento del tumor y su eliminación por parte del 
sistema inmune son similares, aumentando, en algunos casos, la vida del individuo 89. 
La última fase, el escape, es consecuencia de la reducción de la inmunogenicidad, 
debido ocasionalmente a la selección de una población tumoral menos inmunogénica y 
a la adquisición de mecanismos inmunosupresores 137.  
Se han encontrado indicios de que las células tumorales pueden presentar 
deficiencias en la vía de procesamiento y presentación de antígenos, pudiendo ser ésta 
una de las maneras por la cual el tumor evade la respuesta adaptativa 133, aunque 
también pueden suprimir la inducción de señales inflamatorias, con el consecuente fallo 




Existen multitud de evidencias que demuestran la plasticidad de las células del 
sistema inmune en el control y desarrollo del crecimiento tumoral, muchas veces 
relacionada con la obtención de las marcas distintivas del cáncer. Las células malignas 
pueden desarrollar mecanismos para evadir la acción de las NKs140, tales como el 
establecimiento de un entorno privilegiado rico en citocinas (como el factor de 
crecimiento tumoral TGF-β) con actividad inmunosupresora capaz de suprimir la 
respuesta citotóxica de las NKs141. También vemos esta plasticidad en los Mos, que 
inicialmente están implicados en la destrucción de las células malignas, pero también 
son los responsables de colaborar en la angiogénesis y la metástasis en los estadios más 
tardíos 142-144. Muchos estudios afirman que en el microambiente tumoral se genera un 
equilibrio entre las células tumorales y Mos, dando lugar a procesos de colaboración y 
evasión del propio tumor 111, 145. Con todo ello, se confirma que el fenotipo y el 
desarrollo del tumor son un reflejo de las interacciones entre la célula tumoral y el 
sistema inmune 112. 
Por todo esto, los mecanismos por los cuales la célula tumoral es capaz de 
potenciar este escape del sistema inmune y cómo los obtiene, es uno de los desafíos más 
importantes en la investigación oncológica, para poder diseñar nuevas estrategias 
terapéuticas o potenciar las existentes. 
1.4 Fusión celular 
La fusión celular es el proceso por el cual dos células se fusionan, pudiéndose o 
no fusionar también los núcleos. Este proceso está presente en el ciclo de los 
organismos superiores desde su primer estadio de vida: en la formación del huevo o 
cigoto. Centrándonos en el ser humano, encontramos que durante la vida adulta hay 
fusiones homotípicas (entre células adultas del mismo tipo) como la formación de 
células gigantes y osteoclastos por los Mos146, los miocitos para la formación de fibras 
musculares 147 o en la formación del sincitiotrofoblasto de la placenta 148. Hay ejemplos 
también de fusión heterotípica, como ocurre entre las células dendríticas derivadas de 
la medula ósea al formar el parénquima. También encontramos procesos de fusión 
celular bien estudiados en las infecciones virales149. 
La fusión celular presenta tres fases generales: aproximación de las membranas 
celulares en un contacto inicial propiciado por fusógenos, contacto célula-célula que 
conlleva a la hemifusión y formación de un poro entre ellas que termina expandiéndose 
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hasta fusionarlas en una sola célula 150. Este proceso está regulado por una señalización 
entre las dos células, en la cual tiene un papel central el citoesqueleto y su 
reorganización tanto en mioblastos151 como en otros tipos celulares 152. 
Hay distintos métodos descritos por los que se puede inducir la fusión celular en 
el laboratorio de una manera “no natural”: desestabilización de la membrana por 
corriente eléctrica, infección con virus Sendai o mediante el empleo de polietilenglicol 
(PEG).153 
1.4.1 Fusión celular y cáncer 
En 1911, el médico y antropólogo alemán Otto Aichel postuló una teoría con la 
que intentaba explicar que las variaciones cromosómicas encontradas en el cáncer eran 
consecuencia de una fusión celular entre un leucocito y una célula tumoral 154. La 
misma fue retomada por Meckler155, 156 y Goldenberg157, 158medio siglo más tarde. 
Debido a las imposibilidades técnicas de la época para su comprobación, la teoría fue 
cayendo en el olvido sin poder ser validada ni refutada. Sin embargo, muchas 
evidencias apuntan al carácter acertado de esta teoría. Al estudiar el microambiente 
tumoral se observa que los Mos infiltrados en el tumor 159 son esenciales para la 
progresión del cáncer 87. Estos Mos ayudan a la degradación de la matriz extracelular, 
remodelación del tejido y neo-angiogénesis, acumulándose en las regiones más 
hipóxicas del tumor y sobreviviendo gracias a la utilización de la vía glicolítica de 
producción de ATP 160, también llamada glicolisis aeróbica o efecto Warburg 161, 162. 
Las células tumorales en estadios avanzados comparten también estas propiedades de 
degradación de la matriz extracelular, migración, pérdida de adhesión, neo-
angiogénesis, efecto Warburg y migración a zonas distantes 42. 
Recientemente se han encontrado evidencias en pacientes que apoyan esta teoría. 
Los datos más concluyentes provienen de cuatro casos que recibieron trasplante de 
médula y aunque padecían diferentes tipos de cáncer, todos desarrollaron tumores en los 
que se detectaron células con DNA proveniente del donante. Uno de ellos recibió el 
trasplante de su hermano, desarrollando posteriormente carcinoma renal con metástasis. 
El grupo sanguíneo del donante era A0 y el del receptor, 00. Al amplificar por PCR el 
DNA metastático nodal se encontró un alelo A, de manera que se había producido una 
hibridación del material genético de ambos individuos 163. La segunda paciente 
desarrolló carcinoma papilar renal primario dos años después de recibir el trasplante de 
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su hijo sano. Al realizar el análisis molecular se encontraron copias de cromosoma Y en 
las células del carcinoma renal 164. En ambos casos los donantes permanecieron libres 
de cáncer durante años, por lo que la hibridación tubo que ocurrir entre las células 
tumorales y las trasplantadas. Al tercer y cuarto paciente se les realizó un trasplante 
alogénico para el tratamiento del linfoma de células-B. Más tarde les diagnosticaron un 
melanoma con metástasis en nodos linfáticos, hígado y cerebro, con foco primario 
desconocido. Al analizar el DNA genómico de las metástasis cerebrales, mediante la 
técnica de “polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restricción”, se demostró 
la presencia de alelos de los donantes en ambos pacientes. Esto indicaba que la 
metástasis se había originado por la fusión de células cancerosas y células provenientes 
de la médula ósea de los donantes 165, 166. Además, en pacientes con mieloma de células-
B, se han descrito (mediante FISH) translocaciones cromosómicas provenientes de un 
clon tumoral en osteoclastos167. 
Diferentes investigaciones en modelos animales también avalan esta teoría. 
Estudios in vivo en intestino de ratones 168 demuestran que este evento de fusión puede 
producirse de manera fisiológica y no sólo patológica. Además, han sido descritas 
células epiteliales fusionadas con Mos en las que se produce una reprogramación 
genética 169, 170, procesos de fusión en la reparación de células hepáticas 171-173, e incluso 
una posible adquisición de otros fenotipos celulares mediante fusión celular de las 
células provenientes de la médula ósea con la célula diana 174.  
Por ello, la teoría de fusión celular brindaría una explicación de cómo las células 
tumorales son capaces de obtener parte de las características del sistema inmune, 
pudiendo evadir los mecanismos inmunes de control y desarrollar la metástasis, al 
conservar sus propiedades tumorogénicas. 
1.4.2. Fusógenos 
El concepto de fusión anteriormente explicado carece de sentido sin las bases 
moleculares para que ello ocurra. En mamíferos los fusógenos más descritos son las 
sincitinas 175, 176. No obstante, en ratón se han encontrado proteínas relacionadas con la 
fusión, como CD9 177 e IZUMO1 178, cuya ausencia impide a los gametos fusionarse 
para dar lugar al cigoto. Actualmente no se sabe concretamente el mecanismo por el 
cual éstas actúan y producen la fusión celular, pero se ha demostrado su relación causal. 
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Por su parte, en macrófagos está bastante descrita la fusión celular en la regeneración 
del hueso, de los osteoclastos y en situaciones patológicas como la inflamación que dan 
lugar a células gigantes. La formación de osteoclastos se puede inducir mediante la 
fusión de Mos usando citocinas como M-CFS, RANKL (vía NF-κB) o IL-4 179 para la 
formación de las células gigantes 180, 181, proceso en el cual es necesaria la presencia del 
receptor CD36 182. 
1.4.2.1 El receptor de membrana CD36 
 El receptor (scavenger) CD36, también conocido como glicoproteína 
plaquetaria-4 o translocasa de ácidos grasos, es una proteína integral de membrana 
expresada en plaquetas, Mos, endotelio vascular y epitelio pigmentario de la retina. Su 
función más descrita es la introducción de ácidos grasos al interior celular y al 
desregularse produce patologías relacionadas con diabetes 183, 184, obesidad 185 y 
ateroesclerosis 186 debido a la formación de las células espumosas. Se han reportados 
varios ligandos tales como el colágeno, la trombospondina, eritrocitos parasitados con 
Plasmodium falciparum187, lípidos de baja densidad oxidados (ox-LDL), lipoproteínas, 
fosfolípidos oxidados y ácidos grasos de cadena larga. 
 Esta molécula de membrana está involucrada directamente en la formación de 
las células gigantes a partir de la fusión entre Mos 146, 180. Estas últimas fueron descritas 
por primera vez en 1868 por Langhans 188 en las lesiones de pacientes con tuberculosis, 
considerándose que su formación se podría deber a una fusión celular. Más 
recientemente, se han hallado estas células en diferentes patologías, incluyendo casos en 
los que se encuentran objetos de gran tamaño en el organismo, tales como prótesis o 
biomateriales, imposibles de fagocitar por una sola célula 189. El CD36 está involucrado 
directamente en la fusión celular entre Mo-Mo 182. 
 En cáncer se ha encontrado este receptor como marcador de metástasis en las 
células tumorales 190, provocándose una ausencia casi total de metástasis al bloquearlo 





























2. Hipótesis y objetivos 
2.1 Hipótesis 
La teoría de la fusión celular podría dar explicación a muchos aspectos de la 
metástasis. Un evento de fusión entre células mieloides y neoplásicas que comparten 
nicho tumoral, genera una nueva entidad celular híbrida capaz de migrar e invadir 
órganos distantes, iniciando potencialmente la metástasis. 
2.2 Objetivos 
1.- Determinación de las propiedades de los tipos celulares que componen el nicho 
tumoral. 
1.1- Búsqueda in silico del papel de CD36 en la evolución del cáncer de pulmón.  
1.2- Análisis histológico de la expresión de estos marcadores en muestras de 
pacientes de cáncer de pulmón. 
1.3- Evaluación de líneas tumorales humanas establecidas como modelos de 
poblaciones troncales de cáncer de pulmón. 
2.-Caracterización de la fusión in vitro entre células del sistema inmune y 
tumorales. 
2.1- Determinar la existencia de híbridos de CSC y células del sistema inmune. 
2.2- Identificar las células inmunes involucradas en la formación de híbridos. 
2.3- Caracterización de las propiedades morfológicas y funcionales adquiridas 
por los híbridos, relacionadas con las diferentes marcas distintivas del cáncer. 
2.4- Elucidar los mecanismos moleculares de la fusión. 
3.-Validación in vivo de la fusión. 
3.1- Determinación de biomarcadores para el reconocimiento de los híbridos. 
3.2- Análisis de su presencia en pacientes con cáncer de pulmón, así como su 




























3. Material y métodos 
3.1 Reactivos  
Todos los reactivos utilizados fueron comprados en las siguientes casas 
comerciales: Miltenyi, R&D, Sigma, BD Biosciences, ThermoScientific, GE Healthcare 
e Invitrogen. Los medios de cultivo utilizados fueron RPMI 1640 (Invitrogen), DMEM 
(Invitrogen) y DMEM/F12 (Invitrogen). Cada medio completo se suplementó con 100 
U/mL de penicilina (Invitrogen), 100μg/mL de estreptomicina (Invitrogen) y 10% de 
suero fetal bovino (Invitrogen). Todas las soluciones y medios de cultivo estaban libres 
de LPS, según el test de limulus (LimulusAmebocyteLysate kit de Cambrex). 
3.2 Análisis in silico de la expresión del gen CD36 
Se obtuvieron los datos clínicos de transcripción del gen de CD36 para el 
adenocarcinoma de pulmón a través del portal cBioCancerGenomics191, 192. Se 
analizaron datos de 513 pacientes diagnosticados como M0, M1, M2 y Mx, 
dependiendo del estadio de la metástasis. Para el análisis se agruparon como “No 
metástasis” (M0) y “Metástasis” (M1 y M2), descartándose los Mx. 
3.3 Cultivos celulares 
Se utilizó la línea celular H460 comercial (ATCC), así como una variante de la 
misma transfectada (lentivirus) con el plásmido pGIPZ-shRNAmir-NS (Open 
Biosystems, ThermoScientific), que expresa GFP constitutivamente. Además, se 
empleó la línea A549 comercial (ATCC). Ambas líneas son derivadas de cánceres de 
pulmón y tienen la peculiaridad de poseer subpoblaciones de células madre (CSCs) 
seleccionables en medio de cultivo específico 29. El cultivo celular de la línea H460-
GFP fue mantenido en RPMI suplementado al 10% de FBS con puromicina (2.5 
µg/mL), mientras que las otras dos líneas se mantuvieron en el mismo medio con suero. 
Al alcanzar la confluencia, los cultivos fueron tripsinizados y las células 
sembradas en placas no tratadas, con medio de selección para CSCs (DMEM/F12), 
suplementado con Hepes (5mM) (Sigma), fungizona (1x), Gentamicina (0.07%) 
(Braun), suplemento N-2 (1x) (Thermo Fisher), BSA (0.4%) (Sigma), EGF (20ng/mL) 
(PEPROTECH) y FGF (10ng/mL) (PEPROTECH). El cultivo se dejó crecer durante 7 
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días en estas condiciones, refrescándolo cada 2-3 días y expandiéndolo dos o tres veces 
en el transcurso de ese periodo de tiempo. 
3.4 Aislamiento de RNA y síntesis de cDNA 
Para cada uno de los tratamientos, las células fueron lavadas con PBS y el RNA 
total aislado utilizando el kit High Pure RNA Isolation (Roche Diagnostics), que incluye 
tratamiento con DNAsaI para la eliminación del DNA contaminante. En todos los casos 
se tomaron las precauciones oportunas para evitar contaminaciones con Ribonucleasas 
(RNasas). La concentración y pureza del RNA se determinó por absorbancia 
(NanoDrop; ThermoScientific). A continuación, se realizó la transformación de 1μg del 
RNA a DNA complementario (cDNA) mediante retrotranscripción, utilizando el kit 
High Capacity cDNA Reverse Transcription (AppliedBiosystems), en un volumen final 
de 20μl y siguiendo las instrucciones del fabricante. 
3.5 PCR cuantitativa a tiempo real  
Los niveles de expresión de cada uno de los genes estudiados en este trabajo se 
analizaron mediante PCR cuantitativa (qPCR) a tiempo real, utilizando el cDNA 
obtenido según se ha descrito en el apartado anterior. Para las reacciones de qPCR se 
utilizó el kitQuatimix Easy 47 (Biotools), con Syber Green (AppliedBiosystems) en un 
termociclador LightCycler (Roche Diagnostics). Los cebadores específicos (primers) 
utilizados para cada gen se detallan en la Tabla 2 (BonsaiBiotech). Para valorar la 
especificidad de los cebadores se analizaron los perfiles de desnaturalización(melting) 
determinados manteniendo la reacción a 80ºC durante 10s con posterior calentamiento 
de la reacción hasta 95ºC, en una tasa de calentamiento de 0.1ºC/s; a lo largo de este 
proceso se midió la fluorescencia emitida. Con este análisis se verificó que cada par de 
cebadores producía un único producto de amplificación. Los productos amplificados se 
separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% y Bromuro de Etidio (0.5 µg/mL) y 
se analizaron por trans-iluminación ultravioleta. En todos los casos se comprobó que, 
para cada par de cebadores, el producto de amplificación era una única banda del 





Tabla 2. Cebadores utilizados para qPCR 
Genes Primer 5´-3´ Primer 3´-5´ Tm 
    
β-Actina GTCCACCTTCCAGCAGATGT CATCTTCACCGTTCCAGTTT 
60 
18S CGGCGACCCATTCGAAC GAATCGAACCCTGATTCCCCGTC 
54 
   
 
CD9 TAAAAGTGCAGCCGGAGACC CGGCAAGCCAGAAGATGAAG 
59 
CD36 TAGAAGTTGCAAGTTGTCCTCG ACTGTGTTGTCCTCAGCGTC 
59 
CD47 ACCTCCTAGGAATAACTGAAGTG GGGTCTCATAGGTGACAACCA 
59 
CDH11 GGGCAGGCTTCATTCAGATA GGCATGAATGTTCCCTGATT 
56 
EPCAM CTGCCAAATGTTTGGTGATG AGCCCATCATTGTTCTGGAG 
58 
Hif1α AGTGTACCCTAACTAGCCGAGGAA CTGAGGTTGGTTACTGTTGGTATCA 
62 
HLA-B CTGAGATGGGAGCCGTCTT TTCCTCCTACACATCACAGCA 
58 
HLA-E CTGGAGCCCCCAAAGACA GTGTGATCTCCGCAGGGTAG 
59 
IL-10 ATGCCCCAAGCTGAGAACCA TCTCAAGGGGCTGGGTCAGC 
58 
IRAK-3 TTTGAATGCAGCCAGTCTGA GCATTGCTTATGGAGCCAAT 
62 
ITGAV ATTTGATGCAACAGGCAATAGA TTTATCCTGTTTCGACCTCACA 
55 
KLF4 ACCCACACAGGTGAGAAACC ATGTGTAAGGCGAGGTGGTC 
60 
KRT8 CCGCCTAAGGTTGTTGATGT TGGAGCAGAACAAGATG 
57 
KRT18 CACAGTCTGCTGAGGTTGGA CAAGCTGGCCTTCAGATTTC 
58 
KRT19 TGAGCAGGTCCGAGGTTACT TCTTCCAAGGCAGCTTTCAT 
54 
NANOG TGAACCTCAGCTACAAACAGGTG AACTGCATGCAGGACTGCAGAG 
61 
OCT3/4 CTTGCTGCAGAAGTGGGTGGAGGAA CTGCAGTGTGGGTTTCGGGCA 
65 
SOX2 AGAACCCCAAGATGCACAAC CGGGGCCGGTATTTATAATC 
57 
SOX9 AGACCTTTGGGCTGCCTTAT TAGCCTCCCTCACTCCAAGA 
60 
STC1 TTGACACTCAGGGAAAAGCA CAGTGATGGCTTCAGGGTTC 
57 
VEGF GCAGCTTGAGTTAAACGAACG GCAGCGTGGTTTCTGTATC 
60 
Vimentina GAGAACTTTGCCGTTGAAGC  GCTTCCTGTAGGTGGCAATC 
58 
 
La cuantificación del cDNA de cada uno de los genes de interés se llevó a cabo 
utilizando una curva estándar de siete puntos, específica para cada gen. Sólo las curvas 
con coeficientes de correlación >0.98 fueron aceptadas como válidas. Además, en cada 
reacción de qPCR se incluyó un punto de la curva estándar. El programa con el que se 
analizó cada uno de los genes consistió en un paso de desnaturalización y activación de 
la polimerasa de 5 min a 95ºC, seguidos de 45 ciclos a la temperatura de 
desnaturalización (Tm) específica para cada par de cebadores. Los resultados obtenidos 
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para cada uno de los genes analizados se normalizaron con respecto a la expresión de la 
β-Actina o el RNA mitocondrial 18S. Esta metodología ha sido usada por nuestro grupo 
en trabajos anteriores 103, 108, 193-196. 
3.6 Análisis por citometría de flujo 
Para la tinción extra e intracelular se usaron los anticuerpos indicados en la 
Tabla 3, siguiendo un protocolo estándar. Se utilizaron controles de isotipo apropiados 
para cada experimento. Después de la tinción, las células fueron adquiridas por el 
citómetro de flujo BD FACS Calibur y los datos se analizaron usando FlowJo (FlowJo, 
LLC). 
Tabla 3. Anticuerpos de citometría usados en este trabajo 
Anticuerpo Tipo de tinción Casa Comercial 
CD3 Extracelular Inmunostep 
CD14 Extracelular Inmunostep 
CD16 Extracelular Inmunostep 
CD36 Extracelular BD Biosciences 
CD56 Extracelular Inmunostep 
CD133 Extracelular MiltenyiBiotec 
CD163 Extracelular BD Biosciences 
HLA-DR Extracelular Inmunostep 
PANK Intracelular MiltenyiBiotec 
PDL-1 Extracelular BD Biosciences 
Perforina Extracelular BD Biosciences 
 
El reactivo C11- BODIPY581/591 (Thermo Fisher) se utilizó para medir el estado 
de oxidación/reducción de las membranas celulares. Para ello se usa a una 
concentración de 1 µM y se incuba durante 30 minutos a 37ºC en oscuridad. En el 
citómetro de flujo fue excitado a 488nm y los datos de emisión recogidos a 530nm 
(forma oxidada) y 585nm (forma reducida). Para reportar la proporción de 





3.7 Recogida, aislamiento y cultivo de células mononucleares de sangre periférica 
Los buffy-coats se obtuvieron del centro de transfusiones de Madrid y fueron 
procesados en el momento de su llegada, a menos de 24h de la plasmaféresis. El 
aislamiento comienza con la suspensión en un tercio de su volumen final de Ficoll (GE 
Healthcare) y centrifugación a 1800 rpm sin freno durante 25 minutos a 24ºC. Se 
obtiene un tubo con varias capas fácilmente diferenciables: el plasma (capa superior), 
los PBMCs (capa intermedia), el polímero sintético y los eritrocitos, granulocitos y 
células muertas (capa inferior). Se recoge la capa de PBMCs, lavándola varias veces 
con PBS para retirar todo el suero y ficoll remanente. Se miden las poblaciones de 
PBMCs por FACS y se siembran, en base al porcentaje de monocitos encontrado, en 
medio RPMI con antibióticos y sin suero. Tras una hora se comprueba la adhesión de 
los monocitos al fondo del cultivo y se lavan repetidas veces hasta que se ha 
desprendido la capa de células sin adherir del cultivo (con el resto de tipos celulares 
excepto los Mos). Con ello se obtienen unos porcentajes altos de enriquecimiento en 
Mos (>85%). 
3.8 Fusión con polietilenglicol 
Una vez obtenidos los dos tipos celulares que se usarán en la fusión (CSCs y 
Mos provenientes del Ficoll), se colocan en un mismo eppendorf al ratio deseado y se 
añade PEG (Sigma) al 35% en RPMI durante 5 minutos, a 37ºC para minimizar la 
muerte celular. Luego se aplica un tratamiento con DNAsaI (0.1% en MEM (Gibco)) 
durante 10 minutos y se cultivan en medio RPMI suplementado. 197, 198 
3.9 Co-cultivo de líneas celulares 
En el momento en que tenemos resuspendidas las células tumorales tanto en 
forma adherente como en CSCs, se cuentan y se colocan al ratio deseado en el pocillo 
donde tenemos sembrados previamente los Mos, en medio RPMI completo y 
suplementado. 
3.10 Análisis de imagen por microscopías de fluorescencia y confocal 
Para la tinción utilizamos protocolos clásicos para inmunohistoquímica de 
muestras incluidas en parafina u OCT y de muestras de inmunocitoquímica, que se 
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cultivan directamente en portaobjetos de cristal tratados o se fijan en ellos mediante 
citospin (SHANDON). Las inmunotinciones de hicieron siguiendo el protocolo descrito 
para cada anticuerpo (Tabla 4), utilizando medio de montaje VectaShield (Vector 
Laboratories). 
Tabla 4. Anticuerpos usados para inmunohistoquímica e inmunocitoquímica en este trabajo 
Anticuerpo Dilución Casa comercial 
CD36 1:200 Abcam 
CD14 1:500 Abcam 
GFP 1:1000 Thermo Fisher 
PANK 1:100 MiltenyiBiotec 
Anticuerpo Anti-mouse IgA 594 1:200 Abcam 
Anticuerpo Anti-rabbit IgG 488 1:750 Jackson immunoresearch 
Anticuerpo Anti-rabbit IgG 647 1:400 Jackson immunoresearch 
 
Por otro lado, se utilizaron dos matrices tisulares comerciales (tissue arrays) con 
muestras procedentes de biopsias humanas de pulmón. La primera (ab178194, Abcam), 
con muestras de 48 casos de tumores por duplicado y la segunda (LC817a, US 
BioMax), con 40 casos de tumor primario y sus correspondientes metástasis. En todos 
los casos la lectura se hizo en un microscopio confocal Leica TCS SPE. 
3.11 Colorantes vitales 
Marcamos las células con colorantes según el protocolo descrito por el 
fabricante (Vybrant® Multicolor Cell-Labeling Kit, Fisher). Para el ensayo de fusión se 
tiñeron las H460-CSCs con DIO y los Mos con DID. En los ensayos de competencia de 
fusión se tiñeron las H460 con DID y las H460-CSCs con DIO. Los resultados se 
recogieron mediante microscopía confocal y citometría de flujo a las emisiones de 
501nm (DIO) y 665nm(DID). 
3.12 Análisis de invasión 
Utilizamos transwells con poros de 8μm (COSTAR) con una membrana de 
colágeno tipo I (2.4 μg/mL) y FBS como agente quimo-atrayente. La lectura de los 
resultados se efectuó 48h después de la inoculación por citometría de flujo 
semicuantitativa, utilizando una solución de microbolas sintéticas (reactivo D del kit 
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Mice CBA; BD Biosciences) como control de eventos. La migración (M) se calculó 
como el número de células migradas (B) en función del total de células tanto en el 
transwell (A) como migradas (B): (M=[B/(A+B)]*100); véase Fig. 15A. 
3.13 Análisis de capacidad formadora de tumores 
Para llevar a cabo el modelo tumoral in vitro en tres dimensiones (3D), las 
células se aislaron previamente por marcaje de CD14+y GFP+ mediante citometría de 
separación en la unidad SIDI de la Universidad Autónoma de Madrid, sembrándose 
0.5*103células de las poblaciones celulares GFP+ y GFP+CD14+ en placas especiales de 
bajo anclaje de 96 pocillos con fondo redondo (Placas ULA, Cultek). Se centrifugaron a 
1500 rpm para agregarlas y se incubaron en medio RPMI completo durante 7 días.  
Las esferas formadas se pasaron a un pocillo de placas p96 de fondo redondo 
con una base de colágeno tipo I (1mg/mL). El área de los esferoides se evaluó usando 
un microscopio de contraste de fases, así como el programa de análisis LAS AF lite 
(Leica). 
3.14 Estudio in vivo en ratones 
Tras la separación por citometría de flujo, las poblaciones celulares GFP+ y 
GFP+CD14+ se inocularon a razón de 0.5*106 células (en suero salino) a través de la 
vena de la cola, en ratonas inmunodeprimidas Foxn1nu (nu/nu) atímicas. Se sacrificaron 
a dos tiempos: 3 y 6 semanas. Tras el sacrificio se fijaron los pulmones y ganglios 
axilares proximales al pulmón con PFA mediante protocolos estándar. Luego fueron 
incluidos en OCT y procesados para inmunohistoquímica.  
Las ratonas se mantuvieron en condiciones de temperatura y luz controladas, con 
agua y comida ad libitum. Todos los diseños experimentales se hicieron siguiendo las 
normas aprobadas por el comité ético para la investigación animal del Hospital La Paz y 
del Instituto de Salud Carlos III 199. 
3.15 Ensayo de citotoxicidad y perforina 
Las NKs expandidas se obtuvieron mediante el co-cultivo con la línea celular 
K562-mbIl-15-4BBI (MTA del Dr. Antonio Pérez Martínez con el Dr. Darío Campana 
hospital de StJude Memphis) y PBMCs durante dos semanas en medio de crecimiento 
(Cellgenix) suplementado al 10% con FBS humano (Sigma). Durante la primera semana 
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se suplementó con IL-2 10IU/mL, aumentando a 100IU/mL la segunda semana. La 
expansión se monitorizó por citometría de flujo con los marcadores CD3-CD56+CD16+. 
La citotoxicidad de las NKs se midió usando un ensayo de liberación de europio-
TDA convencional durante 2h (Perkin-Elmer). La línea celular se marcó con TDA y se 
utilizaron células diana tumorales en proporciones Efector:Tumor (E:T) de 4:1, 2:1 y 
1:1. El porcentaje de europio-TDA liberado se calculó utilizando la fórmula [(liberación 
experimental-liberación espontánea)/(liberación máxima-liberación espontánea)]*100%. 
La liberación espontánea no excedió de 14% de la liberación máxima en todos los 
experimentos. 
En el ensayo del co-cultivo de las tumorales con NKs, la perforina se detectó 
mediante citometría de flujo utilizando un anticuerpo específico. 
3.16 Protocolo y análisis de RNA-seq 
Después del tiempo de fusión, los co-cultivos fueron procesados por citometría de 
separación para obtener: Mos CD14+co-cultivados (co-CD14), células tumorales (GFP) 
e híbridos CD14+GFP+ (CD14/GFP); además se llevó un control paralelo de Mos 
aislados por adherencia (CD14-naïve). Las librerías de RNA-seq fueron preparadas 
usando el kit Truseq (Illumina) y secuenciadas en NextSeq500 (Illumina). El análisis se 
realizó con RTA v2.4.11 y bcl2fastq v2.18.0.2. El análisis de componentes principales 
(PCA) se realizó en R, basado en todos los RNAm con una abundancia ≥RPKM 1. Los 
genes diferencialmente expresados se identificaron con DESeq2 en R (padj≤0.001). Los 
heatmaps se generaron con JAVATreeView 9. Las lecturas de RNA-seq se encuentran 
en el repositorio del NCBI GEO (GSE102512). 
3.17 Cariotipado celular 
El cariotipado de los Mos, H460-CSCs y GFP+CD14+ se hizo en el laboratorio 
de cariotipado de la Dra. Elena Mansilla en el INGEM, Hospital Universitario La Paz. 
Los diferentes cultivos se trataron durante 1 hora y 25 minutos a 37ºC con 0.2mL de 
Colcemid. Tras dos lavados con EDTA se tripsinizaron las células y se les añadió ClK 
al 0.55%. Tras ello se fijó en metanol acético (3:1) y se tiñeron con Giemsa para 




3.18 Estudio de inhibición con siRNA 
Los efectos de la regulación negativa de CD36 fueron estudiados con siRNAs 
específicos para CD36 (RNA directo: CACUAUCAGUUGGAACAGAtt (ID s2647), 
RNA reverso: UCUGUUCCAACUGAUAGUGaa (ID 105938) de Ambion). Para la 
transfección se utilizóHiPerFect (Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante. El ratio 
usado [(siRNAdirecto + siRNAreverso): HiPerFect] fue de [(2.5μg+2.5μg):12μL] en el 
caso de las células tumorales y [(0.5μg+0.5μg):6μL]en el caso de los Mos. 
3.19 Estudio de inhibición con anticuerpos 
En estos ensayos se usó el anticuerpo IgAα-CD36 (Abcam) a diferentes 
concentraciones, desde 0.3μL/mL a 1.3μL/mL, diluido en medio completo de RPMI y 
usando como controles anticuerpos no específicos. 
3.20 Estudio de sobreexpresión con 4HNE 
Para sobreexpresar CD36 en CSCs y Mos al unísono, usamos la solución del 
compuesto volátil 4HNE (Merck). Se inoculó rápidamente desde -80ºC al medio RPMI 
suplementado, a concentraciones finales de 10 μM, 20 μM y 40μM. 
3.21 Estudios de sobreexpresión 
Para la sobreexpresión a nivel genético de CD36 se usó el plásmido pUNO1-
hCD36 (Nucliber). Fue amplificado en E.Coli DH5α (Invitrogen) y purificado (2μg/μL) 
con el kit Maxi-prep (Qiagen) siguiendo los protocolos estandarizados. Las células 
fueron transfectadas a día 1 con Lipofectamine-LTX (Invitrogen) a la proporción 
[pCD36:Lipofectamine] de [5μg:12.5μL] en OptiMEM (Gibco) e incubadas en 
condiciones estándar durante 16 horas. También se utilizó Transfectosome (Nanovex 
Biotechnologies SL) en proporción de [0.2µg:0.6µL] diluido en 100 µL de Opti-MEM 
por pocillo, durante 16h. 
La validación de la sobreexpresión de CD36 se hizo por citometría de flujo en 
todos los casos. 
3.22 Tratamientos de cultivos celulares 
La polarización estándar de los Mos se hizo con IFN-γ (0.5ng/mL) e IL-4 
(8ng/mL) durante 48h, para polarizarlos a M1 o M2 respectivamente. También se 
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evaluaron los efectos de las LDL 50µg/mL (Sigma) y del lactato 24mM (Sigma) en Mo. 
Posteriormente se co-cultivaron con H460-CSCs haciendo un estudio del efecto hasta 5 
días.  
El estado oxidado/reducido se midió con C11-BODIPY y la polarización de los 
Mos se siguió con la expresión de los marcadores CD163 y HLA-DR. 
3.23 Ensayos de “sangre total (whole-blood)” 
Las sangres periféricas de los pacientes se recogieron en tubos EDTA, y se 
procesaron en menos de 24 horas desde la extracción. Las muestras se centrifugaron a 
altas revoluciones para posteriormente retirar el suero y lavar repetidas veces con PBS 
hasta eliminar el suero remanente. A continuación, para lisar los eritrocitos y fijar la 
muestra, utilizamos tampón “lysis solution” (BD Biosciences) para posteriormente 
marcar la muestra y cuantificarla por citometría. 
3.24 Análisis estadístico 
El número de repeticiones de cada experimento está indicado en la leyenda su 
correspondiente figura. Los datos se expresan como media ± error estándar de la media. 
Las significaciones estadísticas de los datos recogidos con un mínimo de 3 repeticiones 
fueron analizadas con t-test de una cola Mann-Whitney. Para las comparaciones entre 
tres o más grupos se utilizó análisis ANOVA. Las diferencias se consideraron 
significativas con un valor de p<0.05 y los análisis fueron realizados usando el software 


































4. Resultados  
4.1 Expresión de CD36 en el cáncer de pulmón 
4.1.1 Meta-análisis de bases de datos 
En un primer abordaje de la problemática de la fusión, decidimos realizar un 
análisis in silico de la expresión de CD36, por si pudiera estar involucrados en la 
misma. Para ello se utilizaron los datos registrados en la plataforma libre 
cBioCancerGenomics 191, 192, analizando una cohorte de 513 pacientes de cáncer de 
pulmón, que desarrollaron o no metástasis. Se detectó un aumento significativo en la 
expresión de CD36 en los pacientes que tuvieron metástasis (Fig. 4), en concordancia 
con el mal pronóstico asignado a este marcador en la bibliografía reciente 190.  
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Figura 4. Meta-análisis de la expresión de CD36 en pacientes con cáncer de pulmón. Expresión de 
RNAm de CD36 en muestras procedentes de cBioCancerGenomics
191, 192
 de tumores primarios y 




4.1.2 Análisis histológico de CD36 en pacientes 
Las diferentes clasificaciones de la neoplasia de pulmón se centran en la 
gravedad de la enfermedad y la posibilidad de que ocurra la metástasis como suceso de 
mal pronóstico. Por ello la OMS incide en obtener una buena clasificación para así 
mejorar la sistematización de las investigaciones, lo que redundará en la supervivencia 
del paciente 14. De acuerdo con estas recomendaciones, realizamos un análisis de la 
expresión de CD36 siguiendo una clasificación exhaustiva de esta neoplasia. Así, se 
estudió la incidencia de CD36 en una matriz tisular (tissue arrays) de pacientes con 
diferentes estadios, grados y tipo de neoplasias, así como controles con un total de 87 
muestras:  
• Tejido sano control (n=4)  
• Tejido inflamatorio (neumonía crónica, n=7) 
• Carcinoma de célula escamosa (n=29) 
• Carcinoma adenoescamoso (n=3) 
• Adenocarcinoma (n=29) 
• Carcinoma de célula pequeña (n=9) 
• Carcinoma bronquioalveolar (n=1) 
• Carcinoma de célula grande (n=1)  
• Adenocarcinoma papilar (n=4) 
La expresión detectada en tejidos normal e inflamatorio fue similar, y menor 
respecto del tejido tumoral. Sin embargo, no hubo una correlación estadística 
significativa entre la expresión de CD36 en los tumores primarios y el desarrollo de 









Número de Muestra CD36 Metástasis   Número de Muestra CD36 Metástasis 
1 - + 
 
45 - - 
2 + + 
 
46 - - 
3 + + 
 
47 - - 
4 + + 
 
48 - - 
5 + + 
 
49 - - 
6 - + 
 
50 - - 
7 + + 
 
51 - - 
8 + + 
 
52 + - 
9 - + 
 
53 + - 
10 - + 
 
54 + - 
11 + + 
 
55 + - 
12 + + 
 
56 + - 
13 + + 
 
57 + - 
14 - + 
 
58 + - 
15 + + 
 
59 + - 
16 + + 
 
60 + - 
17 + + 
 
61 - - 
18 + + 
 
62 + - 
19 + + 
 
63 + - 
20 - + 
 
64 + - 
21 - + 
 
65 + - 
22 + + 
 
66 + - 
23 + + 
 
67 + - 
24 - + 
 
68 + - 
25 - + 
 
69 + - 
26 + + 
 
70 + - 
27 + + 
 
71 + - 
28 + + 
 
72 + - 
29 - + 
 
73 + - 
30 + + 
 
74 + - 
31 + + 
 
75 + - 
32 + + 
 
76 + - 
33 + + 
 
77 + - 
34 + + 
 
78 + - 
35 + + 
 
79 + - 
36 + + 
 
80 + - 
37 + + 
 
81 + - 
38 + + 
 
82 + - 
39 + + 
 
83 + - 
40 - + 
 
84 + - 
41 - + 
 
85 + - 
42 + + 
 
86 + - 
43 + - 
 
87 + - 
44 - - 
    Tabla 5. Clasificación de las muestras de pulmón según la expresión de CD36 por 
inmunohistoquímica. Muestras 1-17 y 54-65 de carcinoma de célula escamosa (n=29), 18-35 y 66-76 de 
adenocarcinoma (n=29), 36-42, 80 y 81 de carcinoma de célula pequeña (n=9) 43-46 tejido control (n=4), 
47-53 tejido inflamatorio (pneumonia crónica) (n=7), 82 de carcinoma bronquioalveolar (n=1), 77-78 de 
carcinoma adenoescamoso (n=3), 83 carcinoma de célula grande (n=1) y 84-87 adenocarcinoma papilar 




En la clasificación por tipo de tumor, encontramos diferencias entre todos ellos 
respecto al tejido normal (Fig. 5A). El mismo comportamiento se observó tras analizar 
las muestras por grado de tumor, a excepción del tejido metastático (Fig. 5B). En la 
clasificación por TNM se detectan diferencias con el control excepto para los tumores 
de grado T4 y las muestras metastáticas (Fig. 5C). La expresión de CD36 fue 
documentada mediante microscopía confocal (una selección de ella en la figura. 5D), 
encontrándonoslo más sobreexpresado en los tumores primarios de pacientes que 
desarrollaron metástasis, pero sin ser estadísticamente significativo. Estos datos nos 
indican la importancia de CD36 en el desarrollo de la enfermedad tumoral, pero sin ser 
concluyentes. 
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Figura 5. Estudio en pacientes del marcador CD36. Datos obtenidos en matrices tisulares, analizados 
con FIJI (ImageJ):(A) análisis por tipo de tumor (n=40, por duplicado), (B) análisis por grado del tumor 
(n=40, por duplicado), (C) análisis por TNM (n=40, por duplicado); t-test Mann Whitney de una cola, *, 
p<0,05, **, p<0,01, ***, p<0,005. (D) Imágenes por microscopía confocal de diferentes tipos de tumores 
mostrando la expresión de CD36 (rojo) y núcleos (cian) (‡ , Muestras de pacientes que desarrollaron 
metástasis). (Escala 0-250μm). 
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4.2 Características troncales de las células madre aisladas de líneas tumorales 
Las líneas celulares H460 y A549 de NSCLC, presentan subpoblaciones de 
CSCs que resultan adecuadas como modelo in vitro para el estudio del desarrollo de la 
metástasis y su problemática, ya que hay estudios que indican que su presencia o 
ausencia guarda relación directa con el pronóstico de la enfermedad200, además de la 
relación con marcadores de mal pronóstico (p.e. CD36)29. En este trabajo contamos con 
una línea H460 transfectada, establemente por lentivirus, con GFP (H460-GFP). En 
experimentos puntuales en que la presencia de GFP interfería con otros marcajes, 
recurrimos a la línea no marcada. Por su parte, la línea A549 se utilizó sólo para validar 
los hitos más importantes encontrados con la H460. 
Con ambas líneas, según las condiciones de cultivo, es posible seleccionar y 
aislar las poblaciones de CSCs (en adelante, H460-CSCs y A549-CSCs). Para el 
enriquecimiento en CSCs, el cultivo se crece durante 7 días en condiciones de no-
adherencia, al cabo de los cuales ya es posible observar un aumento de la resistencia a la 
anoikis, una morfología muy parecida a la de células troncales y la formación de 
pequeños tumores 29. Después de aplicar estos protocolos, los cambios morfológicos 
distintivos de CSCs fueron observados en nuestros cultivos, tanto para las H460-CSCs 






























Figura 6. Evolución del cultivo celular en función del método selectivo. Fotos tomadas usando 
microscopía de contraste de fases a 0, 3 y 7 días, en condiciones para la selección positiva de CSCs y en 
condiciones de mantenimiento. 
Para determinar si las diferencias morfológicas observadas entre las H460 y las 
H460-CSCs se correspondían con perfiles específicos de expresión de biomarcadores, 
se analizó la expresión de los mismos tanto a nivel transcripcional (RNAm; q-PCR) 
como traduccional (proteína; FACS). La figura 7 muestra los resultados encontrados. En 
primer lugar, tras de 7 días de crecimiento se observa un claro patrón de expresión en 
las H460-CSCs de los principales factores de transcripción de troncalidad; a excepción 
de NANOG (cuyos niveles suelen ser elevados en células troncales embrionarias) los 
otros tres marcadores se encuentran sobreexpresados: OCT3/4 (interviene en el 
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mantenimiento de la pluripotencialidad de las células madres embrionarias), KLF4 
(promotor de la invasión y migración celular) y SOX2 (altos niveles en células troncales 
y en bastantes tipos de tumores con alta incidencia de propagación) (Fig. 7A). Además, 
la elevada expresión (Fig. 7K) del marcador de célula troncal más utilizado, asociado a 
resistencia a agentes quimioterapéuticos basados en cisplatino, CD133 201, 202. Todo lo 
cual nos llevó a establecer en 7 días el tiempo óptimo de desarrollo de las H460-CSCs 
para el resto de experimentos. 
Posteriormente, esta caracterización de las H460-CSCs se extendió a otros 
factores relacionados con las diferentes marcas distintivas del cáncer. Así, a nivel 
transcripcional se detectó una elevación de los niveles de RNAm (Fig. 7B-I) de CD36 
(relacionado con el mal pronóstico de la patología), HIF1α (implicado en la progresión 
del tumor en condiciones de hipoxia además de promover angiogénesis203), VEGF 
(promotor de la renovación celular en cáncer y relacionado con CSCs), Vimentina 
(proteína expresada en células mesenquimales, relacionada con la progresión tumoral 
hacia la metástasis), CD47 (altamente expresado en poblaciones CSCs, actúa como 
ligando de SIRP-α e inhibe la actividad fagocítica de células del sistema inmune a 
través de ésta 204), SOX9 (su inhibición reduce la formación de tumores y resistencia a 
quimioterapias), CD9 (relacionado con la adquisición de quimioresistencia205) y una 
tendencia a la disminución de IL-10 (correlaciona con la función antitumoral sobre el 
sistema inmune y su acción anti-inflamatoria en el tumor, promoviendo la progresión 
del cáncer hacia la metástasis 206). Por otro lado, a nivel proteína se detectaron niveles 
altos de CD36, PanK y Vimentina (marcador mesenquimal de la TEM) y la disminución 
de E-Cadherina (Fig. 7L-N). Estos datos reafirman el patrón de expresión troncal de las 
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Figura 7. Diferencias en la expresión de marcadores entre H460 y H460-CSCs después de 7 días de 
cultivo. Expresión a nivel de RNAm de (A) factores de transcripción determinantes de la pluripotencia: 
NANOG, OCT3/4, KLF4 y SOX2, (B) CD36, (C) HIF1α, (D) VEGF, (E) CD47, (F) SOX9, (G) 
Vimentina, (H) CD9, (I) IL-10 (n=4). Niveles de proteína obtenidas mediante FACS de (J) CD36, (K) 
CD133, (L) PanK, (M) Vimentina, (N) E-Cadherina. Expresión a nivel de RNAm de t-test Mann Whitney 
de una cola *, p<0,05. 
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4.3 Determinación de la fusión celular in vitro 
Para la comprobación de la teoría postulada por Aichel, se comenzó siguiendo 
un protocolo de co-cultivo entre células tumorales y mieloides (Fig. 8A), con el objetivo 
de comprobar si se producían células fusionadas y, en tal caso, su viabilidad. Se utilizó 
la población tumoral pura de CSCs debido a la importancia que tienen en la progresión 
del cáncer, a pesar de que ni en la hipótesis de fusión de Aichel, ni en estudios 
anteriores fueron consideradas.  
Comenzamos con una población pura de células H460-CSCs-GFP, después de 
comprobar que no expresaban CD14 (Fig. 8B). Al co-cultivarlas con monocitos aislados 
de PBMCs, se detectó ~7% de población doble positiva GFP+CD14+, que a partir de 
ahora llamaremos híbridos (Fig. 8 C, D), en un ratio óptimo CSCs:Mos de 1:10, sin 
encontrarse porcentajes de células fusionadas mayores al 15% tras forzar el proceso de 
fusión con el tratamiento con PEG (Fig. 8E). Se demostró que al inicio de la interacción 
entre las CSCs y los Mos no existen híbridos en el co-cultivo (t=0) y que el tiempo 
óptimo de aparición de los mismos es de 4-5 días (t=96-120 horas) (Fig. 8F). También 
fue descartado un posible evento de fagocitosis de las tumorales, por los propios 
monocitos en cultivo, mediante un ensayo en que se enfrentó un lisado celular de H460-
CSCs-GFP a monocitos, observando que los mismos no eran detectados por FACS de 
igual manera que las nuevas subpoblaciones encontradas (Fig. 8G). Este hito lo 
demostramos también mediante microscopía electrónica (Fig. 8H) y, más adelante, 
mediante cariotipado y un análisis masivo del transcriptoma (apartado 4.4.1). Por otro 
lado, se confirmó también la generación de híbridos entre H460-CSCs y Mos mediante 
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Figura 8 Fusión celular con la línea H460.  (A) Esquema del proceso de co-cultivo entre CSCs y Mos. 
Espectros dot-plot obtenidos mediante FACS de (B) H460-CSCs y (C) H460-CSCs co-cultivadas con 
Mos siguiendo el diseño que aparece en A. (D) Histograma de los tres tipos celulares H460-CSCs (verde), 
Mo (rojo) e híbridos (naranja). (E) Porcentajes obtenidos mediante FACS de híbridos a diferentes ratios 
CSCs:Mos, con y sin tratamiento con PEG (n=6), (F) porcentajes a diferentes tiempos de cultivo (n=4) y 
(G) tras enfrentar los Mos a H460-CSCs viables y lisadas (n=4), t-test Mann Whitney de una cola *, 
p<0,05, **, p<0,01. (H) Imágenes de microscopía electrónica de los co-cultivos (imagen del cultivo 
completo (izquierda) y de híbridos polinucleados (derecha)) (N núcleo, M monocito, H H460, H0 muerte 
de H460). (I) Imágenes obtenidas por microscopía confocal teñido con colorantes vitales: núcleos (cian), 
H460-CSCs (verde), Mos (rojo), híbridos (amarillo). Escala 0-25μm. 
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Para validar que la fusión no constituía un hecho aislado de esta línea celular, se 
repitió el protocolo con la línea A549, comprobando primeramente que la misma 
tampoco expresaba el marcador CD14 (Fig. 9A). Al co-cultivar A549-CSCs y Mos 
(1:10) durante 4 días, se observaron porcentajes similares de fusión a los reportados con 
la línea H460 (Fig. 9 B, C). De manera quedaron establecidas las condiciones óptimas 























































Figura 9. Fusión celular con la línea A549. Espectros dot-plot obtenidos mediante FACS de (A) A549-
CSC y (B) A549-CSCco-cultivadas con Mos. (C) Porcentajes obtenidos mediante FACS de híbridos a 0 y 
120 horas (n=9). t-test Mann Whitney de una cola **, p<0,01.   
A continuación, se estudió la especificidad de la interacción entre los Mos y las 
CSCs. Luego de co-cultivar los Mos en paralelo con H460 y H460-CSCs, sólo se 
detectaron híbridos en estos últimos (Fig. 10A). Igualmente, cuando se co-cultivaron los 
tres tipos celulares, tiñendo cada tipo de célula tumoral con diferentes colorantes vitales 
(Fig. 10B), se corroboró que las H460-CSCs eran la población que mayoritariamente se 
fusionaba con los monocitos (Fig. 10C-E). Asimismo, al usar otras poblaciones 
celulares de los PBMCs, linfocitos (CD3+) y neutrófilos (CD16+), no se detectaron 
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Figura 10. Fusión entre diferentes tipos celulares. (A) Análisis por FACS de los porcentajes de 
híbridos CD14+GFP+ tras co-cultivarlas con Mos con las dos poblaciones tumorales por separado (n=3). 
(B) Esquema del experimento de co-cultivo centre Mos y las tumorales con los diferentes colorantes 
vitales (DID, DIO), (C) espectros dotplot obtenidos mediante FACS (DID-H460-CSCs vs DIO-H460), 
(D) histograma de los dos tipos celulares con H460-CSCs (morado) y H460 (rojo), (E) porcentaje de 
células hibridas (CD14+H460 DID+/ CD14+H460-CSCs DIO+) (n=2), (F) híbridos CD3+/CD16+GFP+  tras 
co-cultivarlas con LΦ/NΦ a diferentes ratios (n=6), t-test Mann Whitney de una cola *, p<0,05.     
4.4 Caracterización de los híbridos 
4.4.1 Entidad de los híbridos 
 Una vez validada la existencia y origen de esta población híbrida CSCs-Mos 
(GFP+CD14+), realizamos una caracterización minuciosa de los tres tipos celulares tanto 
morfológica como genéticamente. Iniciando el estudio desde un punto de vista 
morfológico, se observó que los híbridos presentaban una mayor pérdida de adherencia 

























Figura 11. Adherencia de las células híbridas. Híbridos CD14+GFP+ adherentes y no adherentes 
obtenidos tras el co-cultivo de CSCs y Mos (n=5), t-test Mann Whitney de una cola ***, P<0,005. 
Desde un punto de vista genético, para elucidar la identidad de los híbridos 
como nueva entidad celular, única y diferente de sus parentales, se realizó el cariotipado 
de las tres poblaciones celulares en el co-cultivo, aisladas por citometría de separación 
(Fig. 12). Se observó que mientras los Mos (CD14+) presentaban un cariotipo normal 
(Fig. 12A), las células tumorales (GFP+) exhibían muchas aberraciones cromosómicas, 
desde aneuploidías a trisomías y tetrasomías (Fig. 12B). Sin embargo, en los híbridos 
(Fig. 12C) no existe trisomía del cromosoma 16 y el cromosoma aberrante A tiende a 
desaparecer. Por otra parte, este ensayo descarta la existencia de un proceso de 
fagocitosis.  
Posteriormente realizamos una secuenciación masiva de RNA de las tres 
poblaciones celulares, separadas por citometría de flujo tras la fusión.  El análisis 
primario de componentes principales (PCA; Fig. 13A) reveló diferencias significativas 
en los perfiles de expresión génica de los diferentes tipos celulares, corroborándolo con 
el posterior Heat-map (Fig. 13B) y sus correspondientes análisis de los diferentes 
grupos génicos encontrados (Fig. 13C). Destaca la diferencia que encontramos entre el 
grupo de células híbridas y los otros dos tipos celulares del co-cultivo (Mos y CSCs) 
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(Fig. 13D, E), reafirmando la existencia de esta nueva población y sus diferencias. Esta 
se encuentra enriquecida en genes de tipo inmunológico y oncológico (Fig. 13F). 
 
Figura 12. Cariotipado de las diferentes poblaciones separadas por citometría. Cariotipo de (A) Mos 
(B) H460-CSCs y (C) células hibridas CD14+GFP+. Cromosoma 16 (rojo), cromosomas aberrantes (azul). 
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Figura 13. Secuenciación masiva de RNA. Análisis de la secuenciación masiva de RNA por (A) 
componentes principales, (B) Heat-map, y (C) los clusters identificados en B, de las poblaciones 
(CD14+naive, azul; CD14+, rojo; CD14+GFP+, amarillo; GFP+, verde). OneWay ANOVA *, P<0,05. 
Análisis de las diferencias entre las CD14+GFP+ y los demás tipos celulares co-cultivados por (D) Z-score 
heat-maps mostrando diferencias de expresión génicas entre CD14+ frente CD14+GFP+ (izquierda) y 
GFP+ frente CD14+GFP+ (derecha). (E) volcano plots enfrentando células híbridas frente a Mos 
(izquierdo) y células híbridas frente a CSCs (derecho). (F) Expresión de las diferentes marcas genéticas 
enriquecidas por análisis GSEA en las CD14+GFP+ respecto a los demás tipos celulares, en genes de 
procesos inmunológicos (GSE30962 PRIMARY VS SECONDARY ACUTE LCMV INF CD8 
TCELL_UP, M5041, gráfica superior) y en genes de vías de señalización oncológicas 
(KRAS.LUNG_UP.V1_UP, M2897, gráfica inferior).  
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Algunas de las principales diferencias significativas en los perfiles de expresión 
génica encontrados se validaron por qPCR. Los tránscritos sobreexpresados en los 
híbridos y las tumorales correspondían a genes involucrados en rutas de cáncer y 
metástasis, destacando Vimentina, CD47 y el aumento de las citoqueratinas (Fig. 14A-
K). Por otro lado, los que se sobreexpresan comúnmente en híbridos y Mos, pertenecen 
a vías inmunológicas tales como HLA-B y HLA-E, y de escape a la respuesta inmune 
(Fig. 14L-N). 
Tras el análisis por citometría de flujo, observamos en las células híbridas la 
expresión de marcadores relacionados con el sistema inmune como CD163 (marcador 
de Mos M2) (fig. 15A), que probablemente les confiera una actividad protumoral a 
través de la inhibición del inductor de la apoptosis TWEAK 207, y el ligando de muerte 
programada 1 (PD-L1) (Fig. 15B), confiriendo a los híbridos un mecanismo de escape 
del sistema inmune 208. Finalmente, encontramos la expresión de las proteínas de 
superficie Pank (fig. 15C) y CD36 (Fig. 15D) en estas células híbridas, facilitándonos 
así una firma especifica de marcadores que, junto a CD14, nos faciliten la identificación 
de estas en tejido y en circulación (apartado 4.6).  
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Figura 14. Validación de los datos obtenidos en la secuenciación masiva de RNAm. RNAm de las 
principales variaciones genéticas encontradas en la secuenciacion (A) KRT8 (B) KRT18 (C) KRT19, (D) 
CD47, (E) VIM, (F) CD9, (G) CDH11, (H) ITGAV, (I) STC1, (J) EPCAM, (K) SOX2, (L) IRAK-3, (M) 
HLA-B, (N) HLA-E, t-test de doble cola, *, p<0,05, ***, p<0,005. 
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Figura 15. Marcadores de las diferentes poblaciones aisladas por citometría de separación. (A-D) 
Porcentajes de expresión de proteínas en las diferentes poblaciones (n=4) t-test Mann Whitney de dos 
colas *, p<0,05, **, p<0,01.   
4.4.2 Funcionalidad  
Para estudiar la adquisición o mejora de las marcas distintivas del cáncer por 
parte de los híbridos, se estudió primeramente la ganancia de propiedades invasivas 
debida a la pérdida de adherencia, ya que este es uno de los primeros eventos del 
proceso metastático. Mediante un ensayo in vitro (Fig. 16A) con la línea H460-CSC, se 
observó un aumento de la capacidad migratoria de los híbridos con respecto a las CSCs 
(Fig. 16B). Estos resultados fueron corroborados con la línea A549-CSC (Fig. 16C). 
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Figura 16. Invasión de las diferentes poblaciones celulares. (A) Esquema de trabajo del análisis de 
movilidad. Migración medida como [B/(A+B)]*100 de los co-cultivos de Mos con (B) H460-CSCs y (C) 
A549-CSCs. (n=3) One-Way ANOVA **, p<0,01; ***, p<0,005. 
A continuación, para evaluar el crecimiento tumoral tras la invasión, diseñamos 
otra estrategia in vitro que se acercara lo más posible a las condiciones fisiológicas (Fig. 
17A), que consistió en dejar crecer las GFP+ y los híbridos, previamente separados por 
sorter, en placas de cultivo y luego trasplantarlas a matrices de colágeno. Se observó un 
incremento en el diámetro de los tumores de ambas poblaciones tras 14 días de cultivo 
(Fig. 17B) aunque mayor en el caso de los híbridos. Después de incluirlos en la matriz, 
también los híbridos mostraron una mayor expansión (Fig. 17C). 
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Figura 17. Capacidad formadora de tumores y expansión. (A) Esquema de trabajo para el análisis de 
tumorogenicidad. (B) Variación del diámetro (μm) de los tumores formados en placas de no adherencia 
(A x) de los hibridos y las CSCs tras 7 días de cultivo (n=3). (C) Área normalizada a tiempo 0 de los 
tumores formados y embebidos en matriz de colágeno (A +) hasta los 14 días (n=2) one-way 
ANOVA/Tukey´s **, p<0,01, ***, p<0,001. 
Otra marca distintiva evaluada fue la capacidad de los híbridos para evadir la 
vigilancia del sistema inmune, con respecto a las CSCs. Para ello, se enfrentaron ambos 
tipos celulares a NKs (CD3-CD56+CD16+) previamente activadas (Fig. 18A). Se detectó 
una disminución en la secreción de perforina frente a los híbridos (Fig. 18B), así como 
un menor porcentaje de lisis por parte de las NKs (Fig. 18C). 
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Figura 18. Inmunogenicidad de las diferentes poblaciones. (A) Espectros dotplot obtenidos por FACS 
de las células NKs a lo largo del tiempo de activación, haciendo el seguimiento a través de detección por 
citometría de la población CD56+CD3+. (B) Porcentaje de perforina en células NKs de las diferentes 
poblaciones (n=4). (C) Porcentaje de lisis producida por NKs (n=6) one-way ANOVA/Tukey´s **, p<0,1, 
***, p<0,005. 
Para evaluar si la adquisición de marcas distintivas influiría en la capacidad 
metastática de los híbridos, se realizó un abordaje in vivo utilizando un modelo (ratonas 
Foxn1nu) previamente descrito con H460-CSCs 29. Se inocularon vía cola las 
poblaciones aisladas de GFP+ e híbridos (Fig. 19A) y pasadas 3 ó 6 semanas, fueron 
sacrificadas para el análisis histológico de pulmones y ganglios mediante 
inmunohistoquímica. A 3 semanas se observaron ambas poblaciones asentadas en el 
pulmón (Fig. 19B). Sin embargo, a las 6 semanas sólo se detectó la población de 
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Figura 19. Capacidad invasiva in vivo de los híbridos. (A) Esquema del ensayo. Imágenes por 
microscopia confocal de pulmones y ganglios de ratón, (B) tras 3 semanas de inoculación (CSCs-H460 
n=5 y GFP+CD14+ n=11) y (C) tras 6 semanas de inoculación (CSCs-H460 n=5 y GFP+CD14+ n=10), 





Tabla 6. Valoración de pulmón y ganglios. Muestras de pulmón y ganglio de ratón recogidas a 3 y 6 
semanas y valoradas por inmunohistoquímica (positivas +; negativas -). 
 
4.5 Papel de CD36 en la formación de los híbridos 
4.5.1 Sobreexpresión de CD36 
Para elucidar el mecanismo responsable de la fusión, comenzamos estudiando 
CD36 como posible proteína implicada en el proceso, debido a su papel tanto en la 
fusión, como en el pronóstico de la enfermedad. Primeramente se provocó la 
sobreexpresión de CD36 en todos los componentes celulares del co-cultivo mediante la 
adición de 4HNE (4-hidroxinonenal), un agente químico que actúa vía NRF2 en la 
sobreexpresión de CD36209. Se detectó un aumento creciente de la expresión de CD36 
según se incrementaba la concentración de 4HNE (Fig. 20A), con el consecuente 













































































































C o n tro l
L ip o fe c ta m in a  (L IP )
T ra n s fe c to s o m a  (T R A N S )


































Figura 20. Sobreexpresión de CD36 en monocitos y H460-CSC. (A) Parámetros tras los tratamientos 
de 4HNE, midiendo el porcentaje de sobreexpresión de CD36 en CSCs (verde) y Mos (rojo) (n=3) t-test 
Mann Whitney de una cola *, p<0,05. (B) Porcentaje de población hibrida CD14+GFP+ tras el tratamiento 
(n=3) one-way ANOVA/Tukey´s *, p<0,05. (C) Porcentaje de sobreexpresión de CD36 en CSCs (verde) 
y Mo (rojo) tras el tratamiento con pCD36 (n=3) t-test Mann Whitney de una cola *, p<0,05. (D) 
Población hibrida normalizada CD14+GFP+ tras el tratamiento (n=3). (E) Porcentaje de sobreexpresión de 
CD36 en Mos con diferentes tratamientos de transfección (n=2). (F) Población CD14+GFP+ tras co-
cultivar los Mos tratados con H460-CSCs (n=2) one-way ANOVA/Tukey´s **, p<0,01. 
A continuación, se utilizó un plásmido comercial de sobreexpresión (pCD36) 
para transfectar (lipofectamina) los dos tipos celulares. A pesar de que la transfección 
fue exitosa en ambos casos (Fig. 20C) sólo se observó un incremento de la fusión con la 
sobreexpresión de CD36 en las CSCs (Fig. 20D). Aún realizando un segundo protocolo 
de transfección (transfectosome) en los Mos y observándose una mayor sobreexpresión 





4.5.2 Inhibición de la expresión de CD36 
Se realizó un ensayo de silenciamiento con siRNA-CD36 tanto en H460-CSCs 
como en Mos, comprobándose la reducción en la expresión de CD36 en ambos tipos 
celulares (Fig. 21A).   
































































































































































Figura 21. Inhibición de CD36 en monocitos y H460-CSC. (A) Porcentaje de expresión de CD36 
normalizada por citometría de flujo de las poblaciones GFP+ y CD14+, con y sin siRNA-CD36 (n=3), (B)  
Porcentaje de población híbrida CD14+GFP+ tras tratamiento con anticuerpo inhibidor para CD36 frente a 
IgG (n=3) y (C) porcentaje de población hibrida CD14+GFP+ con tratamiento combinado de siRNA-
CD36 y α-CD36 (n=6), t-test Mann Whitney de una cola *, p<0,05, **, p<0,01. 
Se comprobó también el efecto de un anticuerpo α-CD36 en la expresión de 
CD36, tanto por las CSCs como los Mos, después de determinar la concentración 
óptima a utilizar para inhibir una fusión estándar (dosis más efectiva: 1μL/mL; 
Fig.21B). De manera que el efecto de α-CD36 en la fusión fue estudiado tanto en co-
cultivos control como en co-cultivos en los que uno de los dos tipos celulares había sido 
previamente silenciado con siRNA-CD36. Se corroboró así que la inhibición de CD36 
provoca una disminución en el rendimiento de híbridos sólo si se ha producido en las 
CSCs (Fig.21C). 
4.5.3 Mecanismos moleculares reguladores de la fusión 
Teniendo en cuenta la afinidad de CD36 por las moléculas oxidadas210-213, 
estudiamos el estado oxidativo de los Mos. Comenzamos tratando los Mos con dos 
controles químicos con elevado poder reductor (Tocoferol) y oxidante (complejo 
Cumene/Hemina) 214, midiendo el estado de oxidación/reducción de las células 
utilizando C-11 BODIPY (marcador para seguir los niveles de oxidación/reducción 
celular mediante FACS 215) (Fig. 22A).  Una vez validado nuestro método, continuamos 
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manipulando el metabolismo intermedio de los Mos con LDL y lactato, ambos 
compuestos biológicos del microambiente tumoral (Fig. 22B), encontrando que tras el 
tratamiento aumenta el estado de oxidación/reducción de los Mos. A continuación 
medimos la expresión del biomarcador CD163 (característico del fenotipo M2 216) tras 
los tratamientos (Fig. 22C), observándose que el LDL los polariza a un fenotipo M2 a 
120h, en contraste con el lactato, que sólo producía esta polarización si se añadía 
durante las últimas 16h del cultivo, no así si se mantenía durante las 120h del 
tratamiento, en cuyo caso el fenotipo se revertía a M1. 
Teniendo en cuenta estas dos condiciones, tanto el estado oxidativo como la 
polarización de los Mos a M2, se co-cultivaron con las CSCs (Fig. 22D), obteniendo un 
mayor porcentaje de fusión en los Mos que cumplían ambas condiciones. Debido a la 
relación entre los Mos M2 y el microambiente tumoral, pasamos a validar este evento 
con las quimiocinas IL-4 (M2) con respecto a IFN-γ (M1). Inicialmente comprobamos 
el estado de oxidación/reducción de los Mos tras los tratamientos (Fig. 22E), 
observándose un mayor índice de oxidación en los Mos polarizados a M2. Al 
enfrentarlos a CSCs, se correlacionó la polarización M2 de los Mos con un aumento en 


































































































































































































Figura 22. Implicación de la polarización de los Mos en la fusión con H460-CSC. (A) Ratio 
oxidado/reducido en Mos con oxidantes y reductores químicos (n=3). (B) Estado oxidado/reducido de los 
Mos tras el tratamiento con LDL y lactato (n= 3).  (C) Población de Mos CD163+ tras el tratamiento con 
LDL y lactato (n=4).  (D) Porcentaje de población hibrida CD14+GFP+ tras el tratamiento con LDL y 
lactato (n=4). (E) Estado oxidado/reducido de los Mos tras el tratamiento con IFN-γ e IL-4 (n=6).  (F) 
Porcentaje de población hibrida CD14+GFP+ tras el tratamiento de polarización de los Mos (n=9). t-test 
Mann Whitney de una cola *, p<0,05, ***, p<0,005. 
 
4.6 Marcadores distintivos de la fusión en pacientes de cáncer de pulmón 
Al quedar establecido que los híbridos constituyen una nueva especie celular, 
producto de la fusión de los Mos y las CSCs, postulamos que el seguimiento de tres 
biomarcadores específicos podría ser suficiente para detectarlos: CD36 (porque su 
presencia es crucial en el mecanismo molecular de la fusión), CD14 (biomarcador de los 
Mos) y PANK (biomarcador de las CSCs). Al reanalizar la matriz tisular utilizada para 
la determinación de la presencia de CD36 / CD14 / PanK (véase 4.1.2), la marca no fue 
encontrada en muestras de pacientes que no desarrollaron metástasis, ni en los 
correspondientes controles (Fig. 23A, Tabla 7). Sin embargo, la firma fue encontrada en 
el 61,9% de los tumores primarios que si desarrollaron metástasis, correlacionándose 
entre ellos (Spearman Rho=0.602; p<0.001). 
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Número de Muestra Pank/CD36/CD14 Metástasis   Número de Muestra Pank/CD36/CD14 Metástasis 
1 - +   45 - - 
2  + +   46 - - 
3 + +   47 - - 
4 - +   48 - - 
5 - +   49 - - 
6 - +   50 - - 
7 + +   51 - - 
8 + +   52 - - 
9 - +   53 - - 
10 - +   54 - - 
11 + +   55 - - 
12 - +   56 - - 
13 - +   57 - - 
14 - +   58 - - 
15 + +   59 - - 
16 + +   60 - - 
17 + +   61 - - 
18 + +   62 - - 
19 + +   63 - - 
20 - +   64 - - 
21 - +   65 - - 
22 + +   66 - - 
23 + +   67 - - 
24 - +   68 - - 
25 - +   69 - - 
26 - +   70 - - 
27 + +   71 - - 
28 + +   72 - - 
29 - +   73 - - 
30 + +   74 - - 
31 - +   75 - - 
32 + +   76 - - 
33 - +   77 - - 
34 - +   78 - - 
35 + +   79 - - 
36 + +   80 - - 
37 + +   81 - - 
38 + +   82 - - 
39 + +   83 - - 
40 - +   84 - - 
41 - +   85 - - 
42 + +   86 - - 
43 - -   87 - - 
44 - -         
 
Tabla 7. Clasificación de las muestras de pulmón según la co-localización de Pank/CD36/CD14 por 
inmunohistoquímica. Muestras 1-17 y 54-65 de carcinoma de célula escamosa (n=29), 18-35 y 66-76 de 
adenocarcinoma (n=29), 36-42, 80 y 81 de carcinoma de célula pequeña (n=9) 43-46 tejido control (n=4), 
47-53 tejido inflamatorio (neumonía crónica) (n=7), 82 de carcinoma bronquioalveolar (n=1), 77-78 de 
carcinoma adenoescamoso (n=3), 83 carcinoma de célula grande (n=1) y 84-87 adenocarcinoma papilar 
(n=4). Spearman Rho=0.602; p<0.001, positivas +; negativas -. 
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Las células híbridas se encontraron en el 92,5% de las muestras de metástasis 
estudiadas (Fig. 23B, Fig. 25). Analizando a continuación la relación que hay entre estas 
muestras metastáticas y sus tumores primarios, encontramos que correlaciona la 
expresión de la marca PanK/CD36/CD14 entre ellos (Tabla 8, Spearman Rho=0.461; 
p=0.003).    
  
Figura 23. Marcadores específicos para el cáncer de pulmón y que definen el estadio de la 
metástasis. Expresión de CD36 (rojo) y PanK/CD14/CD36 (mandarina) por inmunohistoquimica en (A) 
tejido inflamatorio (pneumonía), adenocarcinoma y carcinoma de célula escamosa de paciente que sufrió 
metástasis. (Escala 0-250μm) y en (B) tumores primarios (clasificado por tipo, grado y TNM) y sus 
correspondientes metástasis (ver el resto de muestras en figura 25 y tabla 8, n=42). Escala 0-25μm. 





















Finalmente, esta marca molecular fue evaluada en células circulantes 
procedentes de 11 pacientes diagnosticados con adenocarcinoma pulmonar que 
desarrollaron metástasis (Fig. 24). En ninguno de los voluntarios sanos o pacientes 
sépticos apareció la marca CD36 / CD14 / PanK en circulación, y sí en los pacientes 
oncológicos. 
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Figura 24. Marcadores específicos que definen el estadio de la metástasis en células circulantes. 
Análisis en sangre de pacientes con metástasis de adenocarcinoma de pulmón de células circulantes 
























Figura 25. Imágenes de tejido tumoral y sus metástasis correspondientes. Expresión de de CD36 
(rojo) y PanK/CD14/CD36 (mandarina) por inmunohistoquímica en tumores primarios (T) y sus 
correspondientes metástasis (M) (versión extendida). (NM) No muestra. Muestras 1-17 carcinoma de 
célula escamosa (n=17), 18-35 adenocarcinoma (n=18) y 36-42 carcinoma de célula pequeña (n=7). 
(Escala 0-25μm) 
 
Tabla 8. Valoración de muestras humanas pareadas de pulmón y sus metástasis. T, tumor primario; 
MT, metástasis; NM, no muestra. Valoración hecha por inmunohistoquímica. Muestras 1-17 carcinoma 
de célula escamosa (n=17), 18-35 adenocarcinoma (n=18) y 36-42 carcinoma de célula pequeña (n=7) (T 
frente a M, Spearman Rho=0.461; p=0.003). (positivas +; negativas -) 
CD36/CD14/PANK







































































5.1 Propiedades de los tipos celulares presentes en el nicho tumoral. 
5.1.1 CD36 como marcador de mal pronóstico en cáncer. 
Para explicar la metástasis en términos de la teoría de fusión celular sería 
necesario encontrar al menos dos tipos celulares, de todos los que componen el nicho 
tumoral, con propiedades que les hicieran potencialmente capaces de 1) fusionarse y 2) 
generar una nueva entidad celular que estuviera asociada a los estadios metastáticos de 
los pacientes con cáncer de pulmón. En este sentido, resulta notable el hallazgo de 
elevados niveles del receptor CD36, tanto in silico como en muestras de tejidos de estos 
pacientes, tal como había sido reportado en tumores primarios de carcinoma oral 190 y 
en metástasis hepática 217. 
En primer lugar, teniendo en cuenta  que la expresión de CD36 puede ser 
regulada positivamente por Wnt vía PPARγ (peroxisome proliferator-activated 
receptor; factor de transcripción activado por ligando) y TCF4 (T-cell factor 4) 218, y a 
su vez la señalización por Wnt se ha visto relacionada con las vías de fusión celular 219, 
se puede inferir una relación entre CD36 y la fusión celular en la metástasis. Esta idea 
cobra fuerza ya que CD36 está descrito como fusógeno en la formación de las células 
gigantes 180 en Mos, y estos participan en fusiones fisiológicas tanto homocelulares 146 
como heterocelulares 168.  
Por otro lado, en la gran heterogeneidad celular del microambiente tumoral se 
encuentra una alta representación no sólo de las células del sistema inmune sino 
también de células tumorales y del estroma 220. Nuestros resultados con la línea tumoral 
H460 indican que CD36 también se expresa a niveles elevados en las CSCs, con 
respecto a las células tumorales no-CSCs. Estos datos son de extremo interés ya que 
apuntarían a las CSCs presentes en el nicho tumoral, como el otro tipo celular 
participante en la fusión. Además, de los diferentes subtipos de células tumorales, las 
CSCs serían las mejores candidatas como iniciadoras de metástasis, por ser la población 
con más marcas distintivas del cáncer. 
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5.1.2 Células tumorales y células madre tumorales. 
 En la consecución de este trabajo ocupa un lugar destacado el desarrollo de 
modelos in vitro para la simulación de los procesos que ocurren en el nicho tumoral y la 
elucidación de los mecanismos subyacentes. Para ello utilizamos dos líneas tumorales 
comerciales, debido fundamentalmente a la dificultad obvia de contar con material 
tumoral para el aislamiento y expansión de células tumorales (no-CSCs) y células 
madre tumorales (CSCs), suficientes para el desarrollo de experimentos robustos y 
reproducibles.  
 Con estas premisas era necesario validar las propiedades de ambos tipos 
celulares obtenidos según nuestros protocolos. Los análisis morfológicos y de expresión 
de marcadores, tanto a nivel transcripcional como traduccional, revelan grandes 
diferencias entre las H460-CSCs y las H460, que avalan la extrapolación de resultados 
in vitro al contexto del nicho tumoral. Así, aunque en ambas se detectan patrones de 
expresión tumorales 203, 204, 206, las H460-CSCs se distinguen por la mayor expresión de 
factores de transcripción determinantes de la pluripotencia y de genes asociados a las 
marcas distintivas del cáncer: TEM, migración, invasión, angiogénesis, entre otros. 
5.2 La fusión celular.  
5.2.1 Evidencia experimental. 
Inicialmente la fusión celular se propuso como hipótesis para poder explicar las 
aneuploidías y cambios cromosómicos encontrados en las células tumorales. 
Posteriormente fue aplicada a la interacción virus-célula221, postulándose un posible 
mecanismo de defensa celular mediante el cual se inhibe el ciclo celular149 y se 
disminuye el porcentaje de células infectadas (híbridas). 
En este trabajo describimos un nuevo proceso de fusión celular. Nuestros 
resultados in vitro demuestran que las CSCs y los Mos pueden fusionarse generando 
una nueva entidad celular: híbridos. Esta fusión es espontánea e independiente de 
agentes catalíticos externos y no implica ningún evento de fagocitosis previo. Además, 
es específica tanto de la troncalidad de las células tumorales (CSCs) como del tipo 
celular mieloide (Mos). 
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Es importante destacar que este evento de fusión tiene una frecuencia muy baja 
de ocurrencia (~7%), lo que le distingue del resto de fusiones fisiológicas descritas hasta 
el momento 146-148 y le sitúa en un rango plausible para el desencadenamiento de un 
proceso tan preciso como la metástasis. Esto podría estar apuntando bien a una baja 
afinidad entre las células progenitoras o a una competencia celular en el nicho tumoral 
en el que estos híbridos resultarían desfavorecidos. En cualquier caso, tanto la 
estocasticidad como cualquier proceso selectivo natural han quedado fuera del alcance 
teórico de esta tesis. 
5.2.2 Propiedades de los híbridos generados en la fusión celular.  
Tanto los análisis morfológicos como de expresión de marcadores (a niveles 
transcripcional y traduccional) encontrados al comparar los híbridos con sus parentales, 
apuntan a una identidad celular nueva. Sin embargo, las mayores evidencias resultan del 
análisis de cariotipos y la secuenciación masiva de especies de RNA (RNA-seq). 
En nuestro modelo in vitro encontramos que, tras la fusión, la célula resultante 
es viable y tiene características que la distingue de las dos células parentales. Al analizar 
el cariotipo se observa, en primer lugar, una clara diferencia entre los Mos e híbridos, lo 
cual confirma la ausencia de cualquier evento de fagocitosis en la génesis de estos 
últimos. Por otra parte, las CSCs exhiben un cariotipo aberrante con diferentes 
variaciones cromosómicas, que se trasmite a los híbridos. Este podría deberse al 
acortamiento telomérico, que se ha descrito que aumenta la formación de cromosomas 
aberrantes y fusionados, permitiendo la progresión tumoral en los estadios tempranos y 
confiriendo a las células un potencial ilimitado de división celular 73, 74. Las 
aneuploidías encontradas tanto en CSCs como en híbridos, podrían relacionarse con la 
inestabilidad genómica y la mutagénesis 222, 223. Todos estos resultados avalan, por un 
lado, la mezcla cromosómica entre CSCs y Mos que se observan en los híbridos y por 
otro, un cariotipo único y diferente para estos últimos.  Este hecho constituye una 
prueba genética inequívoca de que los híbridos constituyen una nueva entidad celular, 
única dentro del nicho tumoral. 
Por su parte, el análisis de RNA-seq resulta taxativo en la discriminación de la 
carga genética heredada por los híbridos y en su confirmación como nueva entidad 
celular perfectamente diferenciable de sus progenitores. Los patrones de expresión 
génica de los híbridos, les sitúan en una posición estadísticamente intermedia entre el 
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patrón inmunológico de los Mos y el tumoral de las CSCs. Es decir, genéticamente, los 
híbridos expresan ambos patrones a niveles iguales o mayores que los de sus respectivos 
parentales, lo que constituye una fuerte evidencia de la ganancia en cualidades 
metastáticas según nuestro modelo de fusión celular. Además, estos híbridos están 
enriquecidos en genes de procesos tanto inmunológicos como en vías de señalización 
oncológicas, con respecto a los demás tipos celulares. 
La célula tumoral tiene que completar todas las marcas distintivas del cáncer, e 
incluso incrementarlas, para poder iniciar el proceso de metástasis. Las CSCs están 
descritas como un subtipo celular con elevada capacidad iniciadora de tumores, quimio-
resistencia, división celular y evasión del sistema inmune 27-31.  Además, destacan en 
cultivo frente a todas las demás poblaciones tumorales por su pérdida de adherencia y 
resistencia a la anoikis, lo que se relaciona con la progresión del cáncer 28, 224. 
Siguiendo estos criterios, el análisis de las marcas distintivas del cáncer, que 
aparecen nuevas o aumentadas en los híbridos, resulta también revelador. La 
proliferación celular guarda una estrecha relación con las marcas distintivas del 
cáncer225, siempre que exista un mantenimiento de las señales de proliferación y una 
disminución de las supresoras del crecimiento. Nuestros resultados indican que, aunque 
las dos poblaciones tumorales son capaces de crecer y formar tumores, la población 
hibrida es capaz de renovarse y expandirse en una mayor extensión. Asimismo, mientras 
que ambas poblaciones expresan altos niveles de marcadores relacionados con la 
invasión y la metástasis en comparación con la población de Mos, tales como KLF4 40, 
E-cadherina 226, Vimentina 34 , KRT8227, KRT18227, CD9228, ITGAV229, 230, STC1231, y 
SOX2 39, los híbridos comienzan a expresar otros, tales como EPCAM232, HLA-B233, 
HLA-E234, STAT3 235, 236 y MMP19 237, según se demuestra por RNA-seq. Los 
resultados in vivo con el modelo en ratones corroboraron los hallazgos anteriores. A 
diferencia de las CSCs, los híbridos no sólo fueron capaces de invadir los pulmones a 
las tres semanas de inoculación, sino que después de seis semanas habían colonizado los 
ganglios linfáticos. 
Por otro lado, la progresión del cáncer también debe promover una evasión del 
sistema inmune por parte de la célula metastática. Esta capacidad evasiva se encuentra 
incrementada en los híbridos, con respecto a su progenitor tumoral, como demuestra el 
aumento en los niveles de CD47 204, la expresión de marcadores de M2 como CD163, 
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que probablemente les confiera una actividad protumoral a través de la inhibición del 
inductor de la apoptosis TWEAK 207 y PD-L1, proteína esencial en el punto de control 
inmune, confiriendo a los híbridos un mecanismo de escape del sistema inmune 208, 238, 
239, que estarían relacionados con una inhibición de los linfocitos T 240. Funcionalmente, 
además, se detectan menores niveles de perforina 240 y lisis celular 241, tras enfrentarlas 
in vitro a células NK, lo cual es indicativo de que también podrían eludir esta otra 
barrera inmune 140. 
5.3 Mecanismo de la fusión. 
5.3.1 Importancia de la expresión de CD36. 
Como se ha mencionado al inicio de esta discusión, el hallazgo de la 
sobreexpresión de CD36 asociada a estadios metastáticos en cáncer de pulmón resultó 
clave para discernir las estirpes celulares del nicho tumoral que interactuaban en la 
fusión celular dando origen a las células híbridas. Por lo tanto, para comenzar el 
abordaje de los mecanismos implicados en la fusión, decidimos evaluar la importancia 
de la presencia de este marcador, tanto en CSCs como en Mos, en el rendimiento de 
células híbridas. 
Nuestros resultados apuntan, en primer lugar, a que los receptores CD36 son 
determinantes en el proceso de fusión. El incremento (mediadores de vías de expresión 
celular) o la disminución (anticuerpos bloqueantes de superficie), aumentan y deprimen 
drásticamente la fusión celular. Sin embargo, tanto en los experimentos de 
sobreexpresión como en los de inhibición de CD36, se detectó que el aumento y 
disminución en la generación de híbridos eran independientes del estado de los 
receptores Mos. Las CSCs con altos niveles de expresión de CD36 son, por tanto, las 
iniciadoras del proceso de fusión. 
Una explicación para este comportamiento diferencial podría estar, 
precisamente, en la función fagocítica de los Mos. Aunque hemos demostrado que esta 
fusión celular no implica fagocitosis, estos eventos están ocurriendo constantemente en 
el nicho celular, como se muestra mediante microscopía electrónica. De manera que, los 
niveles de CD36 en las CSCs podrían ser un factor atrayente para los Mos presentes en 




También podría deberse a que los Mos no necesiten de CD36 para fusionarse. Se 
ha descrito en la fusión homóloga entre monocitos 182, que basta con que uno de ellos 
exprese CD36 para que el proceso ocurra. En esta línea, sería suficiente con la expresión 
de CD36 en las CSCs para que la fusión se llevase a término, de manera que sólo las 
fluctuaciones en estos receptores influirían en el rendimiento de híbridos. 
5.3.2 Papel del estado fisiológico de los Mos. 
Nuestro estudio continuó con un análisis de la importancia de CD36 en el 
contexto funcional de los Mos. Se ha visto que CD36 interacciona con moléculas de la 
membrana celular tales como el ácido araquidónico 242 y los ácidos grasos de cadena 
larga 243, siendo un sensor de lípidos y moléculas afines 244, relacionado directamente 
con las lipoproteínas más oxidadas como son las LDL 245y la captación de colesterol al 
medio intracelular 246, con la consiguiente formación de las células espumosas en la 
arterioesclerosis 247. Además, en un mecanismo de retroalimentación, estas LDL 
constituyen uno de los ligandos de PPARγ 248, ya descrito anteriormente como activador 
de la expresión de CD36. Todo lo cual avala la relación de LDL con la patogenia del 
cáncer 249. 
Por otro lado, se ha descrito que en el microambiente tumoral los Mos (TAMs, 
tumour associated macrophages) se encuentran en un estado metabólico similar al 
fenotipo M2 250 observado durante la polarización de los mismos 251, en concordancia 
con el aumento de la expresión de IL-10 encontrado en las CSCs 252. En este sentido se 
ha visto que el lactato, como producto final de la glucólisis tanto aeróbica como 
anaeróbica, es secretado por las células tumorales y cambia el fenotipo de los Mos a 
M2, induciendo la angiogénesis con VEGF vía HIF-1α, y propiciando la expansión de 
las tumorales. A su vez, activa ARG1, una de las principales enzimas del ciclo de la 
urea, con el consiguiente incremento de poliaminas y fuentes de N2 al medio, 
enriqueciéndolo así de  combustible para las propias células tumorales 253. 
Estos datos nos llevaron a evaluar el papel de los Mos en la fusión, basándonos 
en las relaciones que pudieran establecerse entre el flujo de metabolitos lipídicos (como 
las LDL) a través de CD36, los estados oxidativos provocados por éstos y las 
fluctuaciones en sus características metabólico-fisiológicas, que conllevasen cambios en 
su polaridad (p.e, inducidos por el lactato). Los resultados muestran que los mayores 
niveles de fusión y, por tanto, de rendimiento de híbridos, se obtienen cuando los Mos 
107 
 
se encuentran en un estado relativamente oxidado respecto a las condiciones basales de 
cultivo. El mismo puede ser alcanzado tanto por la oxidación de membrana provocada 
por las LDL como por los cambios en el microambiente tumoral inducidos por el 
lactato. Sin embargo, esta condición no es suficiente para el desarrollo de la fusión. 
Dependiendo de la polaridad inducida por el lactato, sólo los Mos con fenotipo M2 son 
capaces de fusionar de manera eficaz con las CSCs. 
De manera que, partiendo de la importancia del estado oxidativo de la célula en 
la evolución del cáncer 254 y de que el mismo puede conllevar la oxidación de los ácidos 
grasos celulares 255, el mecanismo de fusión celular en la metástasis puede explicarse a 
través de una fuerte interacción entre el receptor CD36 procedente de las CSCs y las 
membranas oxidadas de los monocitos. Por su parte, la polarización a M2 podría estar 
propiciando tanto un fenotipo menos citotóxico a las CSCs, como (en conjunción con el 
estado oxidado) la expresión de ligandos específicos de CD36, que aumentarían la 
afinidad con las CSCs en el proceso de fusión (Fig. 24). No debe descartarse tampoco la 
existencia de una competencia por sustrato (p.e. las LDL oxidadas) que propicie el 
acercamiento entre los dos tipos celulares y la fusión por proximidad, al estar los Mos 
en un fenotipo M2 con carencias de respuesta citotóxica. 
 




5.4 Marcadores de células fusionadas encontradas en pacientes y relacionadas con 
la progresión metastática. 
 Como se definió al inicio de esta discusión, uno de los hitos más importantes de 
este trabajo consistía en demostrar que los híbridos generados tras la fusión 
experimental de CSCs y Mos, de existir, serían encontrados también en pacientes de 
cáncer de pulmón, asociados a sus metástasis. Nuestros resultados avalan esta premisa. 
La triada de marcadores CD36+CD14+PANK+, que define a los híbridos en 
condiciones in vivo, no sólo fue encontrada exclusivamente en pacientes con cáncer de 
pulmón (en comparación con otras enfermedades no oncológicas) sino que además es 
específica de aquéllos que desarrollan estadios metastáticos. El hecho de encontrar las 
mismas células híbridas en los tumores primarios y sus respectivas metástasis, además 
de las características encontradas in vitro de estas y encontrarlas en circulación solo en 
pacientes con metástasis, nos indica que estas células son las responsables de migrar 
desde el tumor primario al órgano diana de la metástasis. 
Este estudio demuestra que las células CD36+CD14+PANK+ actúan como un 
“Caballo de Troya” en el desarrollo de la enfermedad tumoral, promoviendo la evasión 
del sistema inmune y permitiendo la colonización por estas células de órganos distales. 
Además, habiendo elucidado en este trabajo el mecanismo por el cual se generan 
las células híbridas CSCs-Mos, futuros estudios farmacológicos de inhibición de la 
fusión heterocelular podrían utilizarse como terapia eficaz frente a la progresión de la 
enfermedad hacia sus últimos estadios.  
Estos descubrimientos refuerzan el concepto de la extrema complejidad del 
proceso de la metástasis, y abren una nueva ventana de investigaciones, básicas y 


































1. La expresión elevada del receptor CD36 en el cáncer de pulmón constituye un 
marcador de mal pronóstico, asociado al desarrollo de metástasis. 
2. Las células tumorales troncales (CSCs) y los Mos, pueden fusionarse 
espontáneamente in vitro para generar un nuevo ente celular híbrido, con la firma de 
biomarcadores CD36+CD14+PANK+. Esta población representa un 7% del cultivo 
celular viable y exhibe características genéticas, morfológicas y funcionales que difieren 
de ambas poblaciones parentales de origen. 
3. Esta población híbrida completa las marcas distintivas del cáncer de una 
manera más eficiente que las CSCs, mostrando mayores índices de proliferación, 
invasión y evasión del sistema inmune, tanto in vitro como en modelos de ratón. 
4. El mecanismo de la fusión celular está determinado tanto por la expresión de 
CD36 en las CSC como por la polarización y el estado oxidativo de los Mos. La fusión 
entre ambas especies celulares será más eficiente mientras mayores sean la expresión de 
CD36 por las CSCs y la oxidación de Mos con fenotipo M2. 
5. El microambiente tumoral juega un papel fundamental en el alcance de la 
fusión celular, al aportar metabolitos que hagan fluctuar tanto las propiedades de las 
células progenitoras, como las condiciones para la interacción y el desarrollo de las 
marcas distintivas de los híbridos. 
6. Hemos validado esta hipótesis de fusión celular, al demostrar la presencia de 
los híbridos CD36+CD14+PANK+ tanto en la circulación de pacientes de cáncer de 
pulmón, como en los tumores primarios y sus metástasis (muestras pareadas). 
7. Estos hallazgos constituyen en sí mismos, la piedra fundacional de un nuevo 
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